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Las orquídeas dependen completamente de los hongos micorrízicos para la germinación 
de sus semillas. A pesar que esta interacción es ecológicamente importante para 
comprender la biología de las orquídeas, se conoce muy poco de ella en las zonas 
tropicales. Vanilla es un género de orquídeas tropical especialmente interesante por 
incluir especies de importancia económica, pues  a partir de éstas se extrae la vanilina;  
un saborizante y aromatizante de gran consumo a nivel mundial. El objetivo de este 
estudio fue investigar la diversidad de hongos asociados a tres especies de Vanilla 
nativas del Valle del Cauca, que exhiben características interesantes para el desarrollo 
de propuestas productivas, y comprobar su función micorrízica en procesos de 
germinación simbiótica. Para lograr esto, se colectaron las raíces de las plantas y se 
identificaron sus hongos micorrízicos a partir de secuencias nucleotídicas de la región de 
los espaciadores internos transcritos de los genes nucleares ribosomales (nrITS). Estas 
secuencias fueron obtenidas tanto de cultivos puros, como de amplificación directa a 
partir de tejidos con pelotones. Se obtuvo un total de 20 secuencias  (10 por el método de 
amplificación directa y 10 por el método de cultivo) que correspondieron a ocho OTUs;  
cinco de las cuales son nuevas accesiones para la base de datos del Gen-Bank. Las 
especies V. odorata y V. calyculata, se relacionaron con hongos de los géneros 
Tulasnella y Ceratobasidium. Mientras que en la especie V. rivasii sólo se logró 
determinar hongos asociados al género Tulasnella. El análisis filogenético mostró que las 
secuencias obtenidas de Tulasnella se agruparon en dos clados distantes.  Se realizó la 
caracterización morfológica de los 10 aislamientos obtenidos y se comprobó que la 
variación presentada en los caracteres evaluados en las Tulasnella no permite una 
caracterización clara para este grupo. Mientras que los aislados de Ceratobasidium se 
ajustan más a las descripciones para el género-forma Rhizoctonia. En la evaluación del 
proceso de germinación, los aislados de Ceratobasidium tuvieron mayor potencial que los 
de Tulasnella. No se presentó especificidad entre la especie fuente de los aislados, y la 
especie en la que se probó la germinación de las semillas. De las tres especies de 
Vanilla de estudio, sólo V. calyculata y V. rivasii presentaron germinación; siendo esta 
última en la que el proceso se presentó con mayor éxito en relación a los porcentajes de  




germinación e índice germinativo. Se logró determinar y esquematizar las diferencias en 
la morfología de los protocormos en cada etapa de germinación en las especies en las 
que se presentó dicho proceso.  Este estudio representa una gran contribución al 
conocimiento de la biología de la simbiosis para las especies de Vanilla de estudio, así 
como para futuras investigaciones donde la reproducción por semilla es importante, como 
en la búsqueda de híbridos con rasgos deseables en relación a sus características 
organolépticas,  resistencia a plagas y enfermedades. De la misma manera, estos 
métodos in vitro pueden emplearse como estrategias de conservación con el fin de 
























VIII  hongos micorrízicos en Vanilla spp. (Orchidaceae) y su potencial para la germinación de 






Orchids depend entirely on mycorrhizal fungi for seed germination. Although this 
interaction is ecologically important to understand the biology of orchids, very little of it is 
known in the tropics. Vanilla is a genus of tropical orchids especially interesting to include 
economically important species, because from these extracted vanillin; a flavoring and 
flavoring in great demand worldwide demand. The aim of this study was to investigate the 
diversity of fungi associated with three species of native Vanilla from Valle del Cauca 
(Colombia), which exhibit interesting development proposals productive characteristics 
and check its function in mycorrhizal symbiotic germination processes. To accomplish 
this, cultured and uncultured mycorrhizal fungi were identified by sequencing the internal 
transcribed spacer region of nucelar rDNA (nrITS). A total of 20 sequences (10 
corresponded to direct amplification method, and 10 the culture method) which 
correspond to eight OTUs, five of which are new accessions in the database GenBank. 
The species V. odorata and V. calyculata, were associated with fungi of the genera 
Ceratobasidium and Tulasnella. While in the species V. rivasii only was achieved 
determine Tulasnella associated fungi. Phylogenetic analysis showed that the sequences 
obtained from Tulasnella formed two distant clades. Morphological characterization of the 
10 isolates were performed and i found that the variation in the traits presented in 
Tulasnella not allow a clear characterization for this group. While Ceratobasidium isolates 
were more fit the descriptions for the form-genus Rhizoctonia . In the evaluation of the 
germination process, Ceratobasidium isolates had greater potential than the Tulasnella. 
No relation of specificity provided between the source of the isolated species, and the 
species in which seed germination was tested. Of the three species of Vanilla , only V. 
calyculata and V. rivasii showed germination. In V. rivasii the process occurred more 
success in relation to germination and germination index. It was possible to identify and 
outline the differences in the morphology of protocorms in each stage of germination in 
species in which this process was presented. This study represents a major contribution 
to knowledge of the biology of symbiosis Vanilla species and for future research where  
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reproduction by seed is important, such as in the search for hybrids with desirable traits in 
relation to their organoleptic characteristics, resistance to pests and diseases. Likewise, 
these in vitro methods can be used as conservation strategies to promote this genetic 
variability considered threatened plant genetic resource. 
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Orchidaceae Juss. es una de las más grandes familias de plantas sobre la Tierra, 
comprende cerca del  10% de todas las especies de plantas con flores (Dressler 1981; 
Zotz 2013). Los miembros de esta diversa familia crecen en una gran variedad de 
hábitats y tienen diversas estrategias de vida que van desde epífitas a terrestres y de 
hojas siempre verdes hasta especies no fotosintéticas. Las características únicas de esta 
familia y gran parte de su diversidad pueden ser atribuidas a su relación particular con 
hongos micorrízicos (Benzing 1981; Zettler et al. 2004). La mayoría de los hongos 
formadores de micorrizas en orquídeas (MFO), pertenecen al género-forma Rhizoctonia 
(Rhizoctonia-like fungi), un diverso grupo polifilético  que incluye además especies 
patógenas, saprófitas y endófitas (Warcup 1981; Rasmussen 1995; Bayman & Otero 
2006; Otero et al. 2011). 
 
El género Vanilla Plumier ex Miller (Orchidaceae), comprende cerca de 110 especies, 
distribuidas en todas las regiones tropicales (Purseglove et al. 1981; Soto Arenas & 
Dressler 2010). La vainilla comercial, un importante y conocido aromatizante y 
saborizante, se obtiene principalmente del fruto de la orquídea hemiepífita tropical Vanilla 
planifolia Andrews, siendo la especia de mayor importancia económica en el mundo, con 
un cultivo de más de 37 525 hectáreas y una producción anual de 4 403 toneladas. En el 
mercado internacional, la demanda de vainilla ha incrementado a unas  32 000 
toneladas, debido a la actual tendencia de cambiar productos sintéticos por productos 
naturales (Anil Kumar 2004). 
 
Las especies del género Vanilla, al igual que las otras especies de orquídeas, producen 
numerosas semillas diminutas, carentes de endospermo, y con muy baja germinación en 
condiciones naturales. La baja germinación es atribuida principalmente a la falta de 
hongos apropiados para establecer relaciones micorrízicas que suministren a las semillas   
los nutrientes esenciales en las primeras etapas del desarrollo del embrión. Por esta 
razón,  se considera una relación simbiótica obligada para la planta; pues la germinación 
en condiciones naturales sólo puede ser sustentada por hongos los micorrízicos (Otero & 
Bayman 2009).  
 
Existe limitada información acerca de las relaciones simbióticas entre los hongos 
micorrízicos y las especies del género Vanilla. Hasta la fecha se ha reportado a 
Ceratobasidium, Thanatephorus y Tullasnela como hongos micorrízicos presentes en  
raíces de algunas especies de Vanilla de Puerto Rico, Costa Rica y Cuba (Porras-Alfaro 
& Bayman, 2007). Mosquera-Espinosa et al. (2010), reportaron a Ceratobasidium como 
hongo micorrízico para algunas especies del Pacífico colombiano. Se precisa más 
investigación  que permita determinar la diversidad de especies de hongos micorrízicos 
que se asocian con algunas de las especies nativas de Vanilla.  
 
La propagación de las especies de Vanilla cultivada es principalmente clonal por 
esquejes, lo que limita la variabilidad genética y la emergencia de nuevos individuos por 
recombinación sexual. Así, la industria de la vainilla depende de un limitado número de 
cultivares e híbridos (Soto-Arenas 2006).  La comprensión sobre la capacidad de ciertos 
aislados de hongos (principalmente del género Ceratobasidium)  para estimular la 
germinación de las semillas es una gran contribución para el desarrollo de propuestas de 
mejoramiento genético (Menchaca et al. 2011), así como para la búsqueda de híbridos 
con rasgos deseables para el establecimiento de cultivos (e.g. características 
organolépticas,  resistencia a plagas y enfermedades (Ordoñez et al. 2011). De la misma 
manera, la reproducción por semilla  es considerada como una estrategia para proponer 
programas de conservación in situ  con el fin de promover la variabilidad genética de este 
recurso fitogenético amenazado y sub-utilizado (Ferreira et al. 2005).  
 
Estudios en relación a procesos de germinación de semillas de Vanilla son escasos; 
Knudson (1950) desarrolló medios asimbióticos y logró promover porcentajes de 
germinación cercanos al 30% en semillas de V. planifolia, caracterizando etapas 
avanzadas de germinación. Porras-Alfaro & Bayman (2007) lograron promover tan solo 
un 7% de germinación en una especie de Vanilla tropical utilizando un aislado de 
Ceratobasidium obtenido de plantas adultas; sin embargo, sólo alcanzaron la apertura de 
2     Hongos micorrízicos en Vanilla spp. (Orchidaceae) y su potencial para la germinación de 
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la testa sin desarrollo evidente del embrión. Así, no existen a la fecha estudios de 
germinación simbiótica exitosa para semillas de Vanilla spp. 
 
Reconociendo la importancia de la vainilla como cultivo promisorio para Colombia y 
tomando en cuenta el interés de entidades nacionales como el Ministerio de Agricultura y 
Desarrollo por apoyar los avances científicos y tecnológicos que generen  pautas para el 
manejo del cultivo comercial de la vainilla en Colombia, resulta importante conocer 
aspectos biológicos de las especies de Vanilla nativas. Esta información biológica incluye 
conocer las especies de hongos relacionados con las plantas y poder dilucidar las 
relaciones simbióticas entre ellos,  así como desarrollar métodos de propagación sexual 
simbiótica que puedan ser empleados en futuros programas de mejoramiento y de 
conservación de especies de Vanilla nativas para Colombia. En este estudio se 
seleccionaron tres especies reportadas para el Valle del Cauca, las cuales presentan 
características promisorias para ser incorporadas en el establecimiento de sistemas de 
producción agroforestal: V. rivasii sp. nov., V. calyculata Schltr y V. odorata C. Presl. 
 
Así, el presente trabajo buscó responder las siguientes preguntas: i) ¿Qué especies de 
hongos establecen relaciones micorrízicas con las especies V. rivasii sp. nov., V. 
calyculata Schltr. y V. odorata C. Presl.. reportadas para el Valle del Cauca?.  ii) ) De los 
hongos micorrízicos aislados de las plantas adultas de Vanilla spp., ¿cuáles pueden 
promover la germinación de sus semillas?. Y, iii) De ocurrir la germinación simbiótica, 
cuáles serán las etapas por las que pasan  las semillas?, ¿habrá diferencias en la 

















1.1 La familia Orchidaceae 
Orchidaceae es una de las familias más ricas dentro de las angiospermas (Dressler 
1981; Zotz 2013); se estima que el número de especies podría estar cercano a 25 000 
(Mabberley 1993; Dearneley 2007). Las especies de orquídeas abarcan una gran 
variedad de hábitats, y se pueden encontrar desde Alaska hasta la Patagonia. No 
obstante, muchas especies se caracterizan por presentar distribuciones geográficas 
limitadas (Tremblay et al. 2004).  En las regiones de Centroamérica y Suramérica  se 
encuentra la mayor flora orquideológica; países como Costa Rica, Panamá,  Colombia, 
Venezuela, Ecuador, Perú, Bolivia y Brasil son los de mayor riqueza en el mundo 
(IUCN/SSC 1996).  
 
De acuerdo a su hábito, las orquídeas pueden ser epífitas; cuando todo su ciclo vital lo 
desarrollan sobre forófitos (árboles o arbustos),  terrestres; cuando viven en el suelo 
entre la hojarasca del bosque, y hemiepífitas; cuando fijan sus raíces tanto en el suelo 
como sobre algún forófito u otro sustrato aéreo.  Las características que definen a la 
familia incluyen la formación raíces asociadas con hongos (micorrizas), y aquellas de 
plantas con hábitos epífitos presentan velamen. Los tallos, según el tipo de crecimiento 
pueden ser rizomas, cormos, o pseudobulbos. Las hojas usualmente persistentes, 
simples, enteras y con nerviación paralelinervia o conduplicadas (un solo nervio 
prominente por el envés y el resto de la lámina liso).  Las flores son zigomorfas, 
presentan un ovario, tres sépalos libres o connados, tres pétalos libres; de los cuales, el 
central se diferencia formando el labelo,  una columna formada por la fusión del estambre 
y el estigma. La antera contiene los granos de polen agrupados en polinios que se unen 
a un par de estructuras conocidos como estípite y viscidio para formar los polinarios, que 
son los que finalmente se adhieren al cuerpo del polinizador. Las flores pueden ser 
simples o agruparse en inflorescencias racemosas o paniculadas. Los frutos son 
usualmente en forma de cápsula, con dehiscencia longitudinal, semillas diminutas con 
testa generalmente membranosa y un embrión muy reducido carente de endospermo 
(Reina-Rodríguez & Otero 2011). Como característica única de la familia está la 
formación del protocormo, que es una estructura originada a partir de la diferenciación de 
las células del embrión que dará origen a la plántula. La fase de protocormo es 
heterotrófica y dependiente de la asociación con un hongo micorrízico que sustente la 
germinación y el posterior desarrollo de la plántula a través del suministro de nutrientes 
(Clements 1988; Zelmer et al. 1996; Peterson et al. 1998). 
 
Los primeros estudios orquideológicos de clasificación fueron realizados por John Lindley 
entre los años 1830-1840 (Burns-Balogh y Funk 1986). En su libro “The genera and 
Species of Orchidaceous Plants” sentó las bases sobre las cuales se fundamentan los 
sistemas modernos de clasificación. Lindley dividió las aproximadamente 2000 especies 
de orquídeas conocidas en la época en siete tribus de acuerdo al número de anteras y al 
tipo de polinario. Más adelante, en 1888 Pfitzer usó caracteres tanto vegetativos como de 
la columna para separar las orquídeas en grupos. Sus principales divisiones fueron 
basadas en caracteres como número de anteras, características del tallo y de las hojas, y 
consistencia del polinario. En 1926, Rudolf Schlechter desarrolló un sistema de 
clasificación en tribus y subtribus; las tribus fueron basadas en caracteres de la antera y 
el polinario, mientras que las subtribus fueron basadas en caracteres vegetativos y 
florales. Así, los sistemas iniciales de clasificación fueron objeto de controversia y con el 
surgimiento de la filogenia y los estudios moleculares se han venido proponiendo 
distintos sistemas, que son constantemente debatidos por los investigadores.  
El género Vanilla Mill. 
Vanilla Plumier ex Miller es un género de orquídeas pantropical con más de 110  
especies, su nombre es derivado de la forma latinizada del español “vainilla”, que quiere 
decir, pequeña vaina, haciendo  alusión a los frutos parecidos a vainas. Es un género 
antiguo (Cameron 2000; Chase 2001;) y el más grande de la  subfamilia Vanilloideae 
(Soto Arenas 2003). El género Vanilla, es el único género de orquídeas con importancia 
comercial, que no se atribuye a su valor ornamental. El extracto de vainilla es una de las 
especias de mayor importancia económica en todo el mundo y se obtiene  principalmente 
de V. planifolia Andrews, seguido por las especies V. pompona Schiede y V. tahitensis 
J.W. Moore  (Purseglove 1972). Su cultivo supera las 37 525 hectáreas con una 
producción de 4 403 toneladas. En el mercado internacional, la demanda mundial de 
vainilla es de alrededor de 32 000 toneladas, y la demanda de vainillina natural aumenta 
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de 7-10 veces por año, ya que el mundo se está desplazando hacia los productos 
naturales en lugar de artificiales (Anil Kumar 2004).  
El cultivo de  V. planifolia y V. pompona se originó en México, probablemente en el norte 
de Veracruz (Bruman 1948). Aunque con frecuencia se ha citado a V. planifolia como 
nativa de México, se han reportado poblaciones silvestres en otras partes de 
Centroamérica, por lo que su distribución original precisa es incierta (Soto Arenas 1999).  
Morfológicamente el género se distingue por tener especies de hábitos hemiepífitos en su 
mayoría, de tallo flexible, herbáceo, cilíndrico o cuadrangular, simple o ramificado, de 
color verde brillante, constituido por entrenudos. Las hojas son enteras, alternas con 
arreglo dístico o espiral subsésiles, membranosas, coriáceas o carnosas, de forma 
oblonga-elíptica lanceolada, con ápice agudo o acuminado. En los nudos, al lado opuesto 
de la hoja, desarrolla pares de raíces advertencias aéreas con las cuales se adhiere a los 
árboles u otros soportes. Las inflorescencias se producen en racimos axilares de diez a 
veinte flores colocadas en espiral, teniendo hojas parecidas a brácteas y flores a 
distancia, o diferente de los ejes vegetativo y congestionada, con una escala similar a las 
brácteas del denso raquis, a veces, intermedia entre ambos extremos, a veces las 
brácteas deciduas. La flor usualmente es vistosa, de corta vida, resupinada, perianto 
deciduo una vez la flor es fertilizada; algunas veces presenta fragancia fuerte. Sépalos, 
libres, planos a contorsionados y ondulados, lisos, raramente granulados o verrugosos. 
Pétalos libres, extensos y reflexos o contorsionados u ondulados, frecuentemente con 
quilla dorsal. El labelo puede ser totalmente libre (en menor proporción) a totalmente 
fusionado a los márgenes de la columna, formando una apertura, en forma de embudo; 
sencillo a lobulado de diversas maneras por lo general largos como garras, disco con 
quillas longitudinales y tricomas. La columna semi-cilíndrica o triangular, en forma de 
arco, frecuentemente pubescente en la superficie ventral, y algunas veces con quillas 
basales; estigma variable, formando una cavidad transversa engrosada, márgenes 
pegajosos, frecuentemente lóbulos laterales emergentes; algunas veces el lóbulo medio 
del estigma con una estrecha banda pegajosa a lo largo del margen (con una especie 
primitiva de rostelo), pero el material viscoso ausente en otros; anteras versátiles 
terminales, semi-erectas, a menudo sostenida por un filamento diferente; algunas veces 
con proyecciones parecidas a cuernos; el ápice de la columna con aletas. Polen en 
mónadas, no forma polinios distintos y crecen en unidad. El ovario articulado al perianto, 
unilocular, raramente con un calículo poco visible; sulcado, liso raramente granuloso. El 
22 
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fruto es una cápsula dehiscente o ligeramente dehiscente, usualmente abre a lo largo de 
dos líneas y forma dos válvulas desiguales; a veces fuertemente fragante; con semillas 
relativamente grandes y con cubierta esclerótica de superficie lisa a ligeramente 
verrugosa (Pridgeon et al.  2003).  
Muchas especies de vainilla son similares a V. planifolia en los rasgos florales y 
vegetativos, y mucho del material en los herbarios, tanto estériles como en estado 
reproductivo, por lo general se ha identificado erróneamente como V. planifolia. Soto-
Arenas & Dressler (2010) presentan una revisión de las especies mexicanas y 
centroamericanas de Vanilla, reconociendo 15 especies para el área, además presentan 
un análisis cladístico a parir de secuencias nucleotídicas de la región de los espaciadores 
internos transcritos de los genes nucleares ribosomales (nrITS), donde se muestra que 
las secuencias de este marcador molecular ampliamente utilizado son específicas, lo que 
permite, el reconocimiento de muestras estériles y además lo hacen un buen marcador 
molecular para estudios filogenéticos en este género.  
La vainilla en Colombia: perspectivas  
En Colombia, el género Vanilla se distribuye a lo largo y ancho del territorio nacional, a 
altitudes desde 0 hasta 2000 msnm. Ordoñez et al.  (2011) presentaron 80 registros con 
la determinación de al menos 13 especies distribuidas en todas las regiones naturales del 
país, desde el Caribe hasta la Amazonía. Mediante descriptores morfológicos Molineros 
(2012) reconoció siete especies en el Distrito de Buenaventura (Valle del Cauca). Tres de 
estas especies; V. bicolor, V. cribbiana y V. planifolia son nuevos reportes para Colombia. 
Las demás especies corresponden a V. trigonocarpa, V. aff. dressleri, V. odorata y V. aff. 
cribbiana. Estudios recientes proponen que la especie con afiliación a V. dressleri se trata 
de una especie nueva, la cual se designó con el nombre de V. rivasii (Molineros et al. 
2014 en prensa).  
A pesar de que Colombia cuenta con condiciones climáticas apropiadas para establecer 
cultivos de Vanilla spp., se conoce muy poco acerca de la biología de estas especies y 
de su manejo a nivel comercial, por lo que se considera una actividad incipiente, con 
algunas iniciativas en los departamentos de Antioquia, Quindío y  Magdalena dentro del 
programa “Cultivo e industrialización de la vainilla en Colombia”,  liderado por el 
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (Moreno & Díez 2011).  
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Este mismo Ministerio con el apoyo de entidades como la Universidad Nacional de 
Colombia, el Instituto de Investigación de Recursos Biológicos Alexander Von Humboldt y 
la Cámara de Comercio de Bogotá (López et al. 2009), han incluido a la vainilla en la 
“agenda prospectiva de investigación y desarrollo tecnológico para la cadena productiva 
de plantas aromáticas, medicinales, condimentarias y afines con énfasis en ingredientes 
naturales para la industria cosmética en Colombia”. En su informe, señalan que la vainilla 
es la especie en la que menos estudios se han realizado en la última década en 
Colombia, de la lista de especies incluidas en la agenda.   
 
1.1.3. Estatus de conservación  
A pesar de ser una especie de cultivo, la vainilla (Vanilla spp.) se encuentra en la lista de 
especies con categoría de alto grado de erosión fitogenética, de acuerdo con el Centro 
Agronómico Tropical de Investigación y Enseñanza (CATIE) (Menchaca et al. 2011), 
entendiendo como erosión fitogenética la pérdida de materia prima para el futuro 
mejoramiento genético de las plantas (FAO 1995). V. planifolia  se considera en la 
categoría de amenaza de extinción por el escaso número de individuos silvestres, incluso 
en México que es su centro de origen (Semarnat 2002; Ferreira et al. 2005). Varias de las 
especies del género se encuentran en alguna categoría CITES.  
 
En Colombia, las poblaciones de Vanilla spp. están representadas por pocos individuos 
enfrentando un alto grado de amenaza. En el Congreso Internacional de Vanilla del año 
2003, se hizo énfasis en la necesidad de conservar estas especies por su peligro 
inminente de extinción (Divakaran et al. 2006). Por esta razón es importante el rescate y 
la conservación del material de vainilla existente tanto de las especies empleadas en 
cultivo, como de las especies silvestres cercanas, además la ampliación de la base 
diversidad genética mediante la hibridización interespecífica (Soto-Arenas 1999), para lo 
cual es imprescindible realizar cruzamientos por propagación sexual entre especies y así  
obtener nuevos individuos con características que se requieren a nivel comercial.  
 
La gran diversidad de vainillas nativas en Colombia, es una gran oportunidad para 
establecer propuestas productivas, lo cual requiere un esfuerzo de investigación en 
aspectos biológicos de las especies con potencial comercial. En este sentido, las 
interacciones orquídea-hongo micorrízico son especialmente interesantes, ya que todas 
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las especies de orquídeas dependen del micosimbionte  para la germinación de sus 
semillas y el posterior establecimiento de las plántulas (Rasmussen 1995).   
Convencionalmente, las plantas de Vanilla destinadas para cultivo se propagan 
vegetativamente por esquejes, lo que ocasiona una reducción de la variación genética 
entre los individuos de la población (Menchaca et al. 2011). Esta práctica ha causado que 
las plantaciones sean susceptibles al ataque de plagas y enfermedades, en particular por 
la pudrición de la raíz causada por Fusarium oxysporum f. sp. Vanillae (Tucker) Gordon 
(Hernández-Hernández 2011) y la antracnosis causada por Calospora Vanillae 
(Divakaran et al. 2006).  Los fungicidas utilizados en los cultivos de vainilla contra estos 
patógenos han perturbado el ciclo de interacción entre hongos micorrízicos nativos que 
integran la rizosfera de la vainilla, y que son necesarios para su germinación, provocando 
una ocasional y casi nula reproducción por semilla en la naturaleza y probablemente una 
disminución en la capacidad de absorción de nutrientes por las raíces adventicias (Soto-
Arenas 2006). Así, comprender las relaciones simbióticas entre los hongos micorrízicos y 
las orquídeas como sus hospederos, puede contribuir al desarrollo de propuestas de 
mejoramiento a través de  reproducción sexual. 
1.2 Asociación micorrízica  
La palabra Micorriza se define como la asociación simbiótica entre un hongo 
especializado y las raíces de una planta. Este tipo de asociación tiene un origen muy 
antiguo; desde hace 460 millones de años, en el período Ordovicio.  Más del 80% de las 
plantas establecen relaciones micorrízicas y estas asociaciones afectan la diversidad y la 
competencia entre las plantas (Van der Heijden et al. 1998). 
 
Las micorrizas se clasifican dependiendo si forman o no un manto de hifas alrededor de 
la raíz de la planta. Las que forman dicho manto fúngico incluyen las Ectomicorrizas,  la 
micorriza Arbutoide y la micorriza Monotropoide. Las que no forman este manto, sino que 
desarrollan sus estructuras fúngicas dentro de las células del córtex de la raíz 
intracelular) o bien entre célula y célula incluyen los tipos Arbuscular, Ericoide y 
Orquidioide.  
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1.2.1 Micorriza Orquideoide y mecanismo de infección  
La micorriza Orquidiode es un tipo especial y característico de la familia Orchidaceae que 
se reconoce  porque el micobionte forma aglomeraciones de hifas denominadas 
“pelotones” en el tejido cortical de los protocormos, raíces, tubérculos y rizomas 
(Rasmussen 1995). Estos pelotones están presentes en alguna etapa y son digeridos por 
la orquídea (Kottke & Suárez 2009).    
 
Algunos autores sugieren que la asociación es mutualista. El acceso de carbono, 
nitrógeno y fósforo a la planta por vía fúngica  ha sido demostrada en varios estudios 
(Smith 1967; Alexander et al. 1984; Gebauer & Meyer, 2003; Trudell et al. 2003). 
Cameron et al. (2006) demostró la transferencia bidireccional de carbono entre la 
orquídea Goodyera repens (L.) y su micobionte Ceratobasidium cornigerum, apoyando la 
visión de una verdadera interacción mutualista.  
 
Otros autores sugieren que es una relación de parasitismo donde la planta parasita al 
hongo tomando sus minerales, pero donde el hongo no recibe nada a cambio (Hadley 
1969); este fenómeno es más evidente en la etapa de germinación de las semillas, que 
en condiciones naturales depende completamente de los compuestos suministrados por 
los hongos, y en orquídeas no fotosintéticas que utilizan el hongo para la obtención de 
nutrientes (Bayman et al .2003).  
 
En relación al proceso de colonización de los hongos micorrízicos, éste depende del tipo 
de hongo y de la especie de orquídea que coloniza. En términos generales, el proceso de 
penetración y colonización se inicia con el aumento en tamaño de una hifa, antes de la 
penetración de la pared de la célula huésped (Williamson & Hadley 1970). La penetración 
hifal ocurre cuando la hifa entra en contacto con un tricoma epidérmico de las células de 
las raíces o rizomas dependiendo de la especie de orquídea (Rasmussen & Whigham 
2002); después de la penetración, la hifa comienza a formar tabiques y a ramificarse. El 
tipo de tejido más comúnmente colonizado es el tejido de la corteza de la raíz, donde el 
hongo entra en las células, formando agregaciones de hifas o pelotones. Una vez dentro 
de la célula, el hongo se separa del citoplasma y por la membrana celular se produce la 
transferencia de nutrientes (Rasmussen 1995). 
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La primera colonización también puede ocurrir en los rizoides o en las células del 
protodermo (los rizoides son extensiones de una célula protodérmica generalmente 
formados en la parte basal del protocormo), después del hinchamiento de las células 
embrionarias y el rompimiento de la testa de la semilla. La infección inicial puede ser un 
paso importante para el reconocimiento entre un hospedero y un hongo (Rasmussen 
1995). Dentro del embrión, el hongo micorrízico forma los pelotones, y cuando están bien 
desarrollados, éstos pueden ocupar casi todo el volumen celular, lo que confiere una 
extensa superficie de contacto entre los simbiontes (Peterson 2004). La mayoría de las 
células son colonizadas, excepto las del meristemo apical.  
La mayoría de los hongos formadores de micorrizas (MF) pertenecen al género-forma 
Rhizoctonia (Rhizoctonia-like fungi), un diverso grupo polifilético  que incluye además 
especies patógenas, saprófitas y endófitas (Warcup 1981; Rasmussen 1995; Bayman & 
Otero 2006; Otero et al. 2011). El género-forma Rhizoctonia incluye en su estado 
anamorfo (estado asexual) los géneros Ceratorhiza, Epulorhiza, Moniliopsis y 
Rhizoctonia (Moore 1987), y en su estado teleomorfo (estado sexual) los géneros 
Ceratobasidium, Tulasnella, Sebacina y Thanatephorus (Warcup & Talbot 1967; Roberts 
1999). 
 
La clasificación de este grupo es tema de controversia, sobretodo porque las 
características morfológicas frecuentemente no son consideradas de valor taxonómico.  
Currah & Zelmer (1992) propusieron una clave dicotómica para establecer características 
confiables de la fase anamórfica. Moore (1987), pudo correlacionar los géneros 
anamórficos a dos hongos rizoctonioides, con sus respectivos teleomorfos.  Una 
clasificación reciente propuesta por González et al. (2006) divide los hongos filamentosos 
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Tabla 1-1: Sinopsis taxonómica del género-forma Rhizoctonia; géneros anamorfos y 
teleomorfos reconocidos actualmente (González et al. 2006).  
Anamorfo Especie tipo Basónimo Teleomorfo Especie tipo 
Ascorhizoctonia 
Yang & Korf 
A. praecox 
Yang & Korf 
 
A. praecox 






































































































1.2.2 Caracteres morfológicos  
El género Rhizoctonia fue descrito en 1815 por De Candolle, siendo R. crocoru,  la 
especie tipo. El anamorfo tipo Rhizoctonia es definido por una seria de características 
presentes en casi todos los taxones del complejo: hifas gruesas (3-17 µm de diámetro), 
ramificación de las hifas en ángulos rectos (90°), presencia de un septo y una 
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constricción primaria cercana al punto de ramificación (Sneh et al. 1991). Generalmente 
poseen cadenas de células infladas denominadas células monilioides (Otero et al. 2004, 
2007; Pereira 2005, Sneh et al. 1991). 
Las estructuras sexuales (características macroscópicas y microscópicas de los 
esporocarpos) generalmente ofrecen caracteres más informativos para la taxonomía y 
sistemática que las estructuras vegetativas. Sin embargo, la fase sexual difícilmente se 
presenta en medio de cultivo y bajo condiciones de laboratorio para poderla relacionar 
con certeza al estado anamorfo obtenido. Así, el estudio de la morfología hifal de 
Rhizoctonia ha demostrado problemas relativos al uso de características morfológicas 
tradicionales para delimitar las especies dentro de este género (Marchisio & Berta 1985).  
Este género-forma está en un estado crítico y poco satisfactorio, primero porque es una 
definición demasiado amplia y en segundo lugar debido a la dificultad en la selección de 
caracteres que describan adecuadamente los estados del micelio estéril. Caracteres tales 
como el color de las colonias, la textura del micelio, el color, forma, tamaño y textura de 
los esclerocios, el tamaño, la tabicación y la ramificación de las hifas y las dimensiones 
de las células monilioides, que tradicionalmente han sido utilizados para distinguir los 
hongos dentro de este complejo, son ahora conocidos por ser de poco valor sistemático 
(Marchisio & Berta 1985).  Por algún tiempo se sugirió que sólo la presencia de la etapa 
perfecta podía conducir a la identificación segura de la especie a la que pertenece el 
aislado; sin embargo, teleomorfos diferentes se pueden obtener a partir de cepas que 
son morfológicamente indistinguibles (Talbot 1965) y el mismo teleomorfo puede surgir 
de aparentemente diferentes cepas. Además, la inducción de la fructificación se sigue 
basando en métodos empíricos que no siempre tienen éxito. Por ejemplo, Warcup & 
Talbot (1967, 1971, 1980) lograron inducir la fructificación de sólo 62  de 900 aislados de 
las raíces de las orquídeas de Australia. Por consiguiente, la identificación de las 
especies de Rhizoctonia es extremadamente difícil. En el pasado, se han descrito más de 
un centenar de especies, muchas de las cuales resultaron ser sinónimo de Rhizoctonia 
solani Kühn, después que Parmeter & Whitney hicieran la revisión en el año de 1970 
(Marchisio & Berta 1985).  
Varios holomorfos se han estudiado con respecto a la cariología, citoquímica y 
ultraestructura, en un intento de encontrar caracteres diagnósticos diferenciales que 
permitan la identificación específica de micelio de hongos como Rhizoctonia (Like-
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Rhizoctonia Fungi), incluso en ausencia de etapas perfectas. Flentje et al. (1963), 
Parmeter et al. (1967), Tu et al. (1969) y Tu et al. (1977) intentaron correlacionar el 
número de núcleos de ciertos estadios vegetativos con los respectivos teleomorfos. Sus 
resultados sugieren que los hongos del complejo Rhizoctonia se pueden dividir en dos 
grupos: aquellos con células multinucleadas que pertenecen a los géneros teleomórficos 
Thanatephorus, Waitea y Aquathanatephorus, y aquellos con células binucleadas 
pertenecientes a los géneros Ceratobasidium y Uthatobasidium. Más tarde (Moore 1987), 
propuso que el género-forma Rhizoctonia incluía en su estado anamorfo (estado asexual) 
los géneros Ceratorhiza, Epulorhiza, Moniliopsis y Rhizoctonia sin mucho conocimiento 
sobre la condición nuclear.  Luego, Roberts (1999) confirmó la propuesta de Warcup & 
Talbot (1967) de  cuatro  géneros teleomorfos  (estado sexual): Ceratobasidium con hifas 
binucleadas; y Tulasnella  Sebacina y Thanatephorus, con hifas multinucleadas. Sin 
embargo, parece haber mucha variación en relación a la condición nuclear, por lo que su 
valor taxonómico aún está en evaluación. Actualmente, caracteres morfológicos como  el 
tipo y la ultraestructura de poro septal, y la citoquímica de los componentes celulares, se 
consideran de mayor importancia taxonómica (Marchisio & Berta 1985; Suárez et al. 
2006). 
1.2.3 Secuenciación Espacio Interno Transcrito –ITS 
El uso de técnicas moleculares para identificar hongos asociados a las orquídeas, ha 
sido un gran aporte en los últimos años (Kristiansen et al. 2001,2004;  Otero et al. 2007; 
Porras-Alfaro & Bayman 2007; Taylor & McCormick 2008; Kottke & Suárez 2009; 
Valadares et al. 2009;  Roche et al. 2010; Behera et al. 2013), en gran parte porque 
algunos de estos hongos no se han logrado aislar axénicamente. De otro lado, aquellos 
hongos cultivables permanecen a menudo en su fase asexual y carecen de caracteres 
útiles para identificarlos y diferenciarlos. 
Así, las técnicas basadas en el ADN tienen la ventaja de permitir la identificación directa 
de los hongos dominantes contenidos dentro de una porción de raíz de una orquídea (en 
general, los hongos formadores de pelotón) y no está limitada por la dependencia del 
cultivo o la presencia de contaminantes que pueden crecer más rápido que los hongos 
micorrízicos (Taylor & McCormick 2008). 
El análisis de secuencias nucleotídicas de la región de los espaciadores internos 
transcritos de los genes nucleares ribosomales (nrITS), es en la actualidad una de las 
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formas más confiables para determinar la identidad de los hongos micorrízicos. Por 
mucho tiempo, se utilizaron los cebadores universales ITS4 e ITS5 desarrollados por 
White et al. (1990). Un par de años más tarde Gardes & Bruns (1993), desarrollaron el 
cebador  ITS1-Fl el cual reduce al mínimo la amplificación de secuencias de plantas, pero 
amplifica secuencias de Tulasnellaceae. Sin embargo, dado que el operón ribosómico 
nuclear de los Tulasnellaceae  está evolucionando rápidamente, muchos sitios de los 
cebadores que generalmente se conservan  a través de los Eumycota no se conservan 
en los hongos de la familia Tulasnellace. Es así, como  Taylor &  McCormick (2008) 
desarrollaron un par de cebadores selectivos para hongos el cual ayuda a minimizar la 
amplificación de las secuencias de la planta, mientras proporciona una robusta 
amplificación de todos los Basidiomycota, incluyendo Tulasnella. El propósito de este par 
de cebadores, denominados ITS1-OF e ITS4-OF es caracterizar la diversidad fúngica de 
micorrizas de orquídeas. 
1.3 Germinación simbiótica de semillas: propuesta 
biotecnológica   
La propagación sexual  (por semilla) de orquídeas bajo condiciones in vitro, puede 
realizarse por métodos simbióticos o asimbióticos. En la propagación simbiótica se 
utilizan hongos que en la mayoría de los casos se aíslan a partir de raíces de plantas 
adultas silvestres (Arditti et al. 1990; Rasmussen 1995). En la propagación asimbiótica se 
emplean medios de cultivo enriquecidos, que deben suministrar  todos los nutrientes 
orgánicos e inorgánicos a la semilla para que ésta germine (Knudson 1950; Arditti & 
Ernst 1992), resultando en un procedimiento costoso, sobre todo si se quiere desarrollar 
a gran escala (Divakaran et al. 2006).  
 
El conocimiento de la diversidad de los hongos asociados a una especie de orquídea es 
un aspecto clave para llevar a cabo acciones de  recuperación de poblaciones de 
orquídeas, así como propuestas biotecnológicas para la multiplicación de plántulas bajo 
condiciones in vitro,  ya que los aislados fúngicos se podrían utilizar en procesos de 
germinación simbiótica (Brundrett 2007; Otero et al. 2013). 
 
En la germinación simbiótica, las semillas se siembran con un inóculo de hongo 
micorrízico que previamente se ha identificado que promueve la germinación. El hongo 
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crece en el medio, coloniza a las semillas  y se origina una relación simbiótica mediante 
la cual, el protocormo recibe nutrientes del hongo hasta que  éste produzca hojas y se 
vuelva autotrófico; en algunos casos, la interacción perdura durante toda la existencia de 
la planta. Esta técnica es ampliamente usada para la propagación de orquídeas 
terrestres en zonas templadas (Stewart & Zettler 2002; Sharma et al. 2003; Steinfort et al. 
2010). En zonas tropicales también se ha logrado inducir germinación simbiótica in vitro 
(Otero et al. 2004, 2005, 2007; Porras-Alfaro & Bayman 2007; Otero & Bayman 2009; 
Valadares et al. 2012). Esta técnica tiene la ventaja de usar un medio simple, y las 
plantas micorrizadas suelen ser más fuertes y resistentes a las infecciones que las 
plantas cultivadas asimbióticamente (McKendrick 2000).  Otero & Bayman (2009), 
trabajando con la orquídea Tolumnia variegata (Sw.) Braem, reportan que los métodos de 
germinación simbiótica produjeron embriones más desarrollados que los métodos de 
germinación asimbiótica. La germinación simbiótica de semillas de orquídeas también 
tiene otra ventaja sobre la germinación asimbiótica; pues en los medios de cultivo para 
germinación asimbiótica (Knudson ó Murashige & Skoog) las plántulas tardan meses 
para establecerse, corriendo riesgo de contaminación por otros hongos. Así, la 
inoculación de las semillas con un hongo micorrízico contribuye a evitar el crecimiento de 
otros hongos que las pueden contaminar (Porras-Alfaro & Bayman 2007). 
 
La especificidad de la asociación orquídea-hongo es variable entre las especies. La 
asociación entre un hongo y la planta adulta in situ es conocida como “especificidad 
ecológica” y en ésta una orquídea puede formar asociaciones micorrízicas con varias 
especies de hongos, así como una especie de hongo puede asociarse con más de una 
orquídea (Bonnardeaux et al., 2007; Hadley 1970; Otero et al. 2004). En el ciclo de vida 
de las orquídeas, se ha encontrado que los diferentes hongos podrían ser necesarios en 
algún proceso del desarrollo de la planta, desde la germinación hasta el estado adulto 
(Rasmussen  2002).  
 
Bajo condiciones in vitro muchos hongos que no se asocian en condiciones naturales con 
especies de orquídeas también son capaces de estimular la germinación  (Masuhara & 
Katsuya 1994; Rasmussen 2002); esta condición se conoce como “especificidad 
potencial” (Masuhara  & Katsuya 1994). Varios estudios han logrado con éxito la 
germinación de semillas de orquídeas, utilizando hongos micorrízicos aislados de otras 
especies. Stewart & Zettler (2002) reportaron porcentajes de germinación superiores al 
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60% en semillas de Habenaria repens y Habenaria macroceratitis, utilizando cepas del 
género anamorfo Ceratorhiza aisladas de la orquídea H. quinqueseta. 
 
Steinfort et al. (2010), encontraron que cepas de Rhizoctonia solani (Ceratobasidium) 
aisladas de la orquídea Chloraea crispa Lindl promovieron la germinación de semillas de 
la orquídea terrestre Bipinnula fimbriata (Poepp.) Johnst, y la evaluación de la 
germinación no arrojó diferencias significativas en comparación con cepas aisladas de la 
misma planta.  
 
Con respecto a los trabajos desarrollados sobre estudios de las relaciones micorrízicas 
con especies de Vanilla, Porras-Alfaro & Bayman (2007) estudiaron cuatro especies de 
Vanilla provenientes de Puerto Rico, Costa Rica y Cuba y encontraron que el hongo más 
común en raíces terrestres fue el género teleomorfo Ceratobasidium, mientras que 
Tulasnella lo fue para raíces aéreas. En la evaluación de la germinación de semillas 
reportaron un máximo de germinación del 7% de semillas de Vanilla utilizando cepas de 
Ceratobasidium aisladas de plantas adultas.  Para el caso de Colombia, Mosquera-
Espinosa et al.  (2010) reportaron a Ceratobasidium como hongo micorrízico presente en 
las raíces terrestres de algunas especies de Vanilla de la región del Pacífico. Así mismo, 
Flanagan et al. (2013) reportaron para varias especies de Vanilla de Colombia la 
asociación micorrízica con  hongos de los géneros Tulasnella y Ceratobasidium.  
 
Alomía & Otero (2013)  reportaron un porcentaje de germinación simbiótica del 61,1% en 
semillas de V. calyculata utilizando una cepa de Ceratobasidium aislada de la orquídea 
Odontoglossum  cristatellum. Además de este estudio preliminar, no existe información 
sobre procesos de germinación simbiótica ni asimbiótica para otras especies de Vanilla 
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2. Identificación de micorrizas en Vanilla spp.  
2.1 Materiales y Métodos   
2.1.1 Colecta del material vegetal   
Se colectaron raíces terrestres (Figura 2-1) de las poblaciones de V. rivasii,  V. 
calyculata, y V. odorata reportadas para el Valle del Cauca (Figura 2-2), así: para la 
especie V. rivasii se estudiaron las poblaciones reportadas por Molineros et al. (2011) y 
Molineros (2012)  para el Distrito Especial de Buenaventura (Pacífico colombiano) (26 
msnm). Para la especie V. calyculata se estudiaron las poblaciones reportadas en la 
vereda El Aguacatal del municipio de Cali (1034 msnm). Para la especie  V. odorata el 
material vegetal fue colectado de las poblaciones reportadas para el municipio de Riofrío 
(1122 msnm) (Reina-Rodriguez & Otero 2011). En la Figura 2-3 se muestra el mapa 
general de ubicación de las poblaciones de estudio; por prioridad de conservación de 
estas especies, se omiten los datos de georeferenciación. Las raíces fueron colectadas 
en varias salidas de campo durante los meses de mayo de 2012 a enero de 2013.  
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Foto: Alomía, Y. 
 
Figura 2-2: Especies de Vanilla de estudio. a. V. rivasii, b. V. calyculata, c. V. odorata  
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Figura 2-3: Sitios de colecta del material vegetal de Vanilla spp. en el departamento del 



















2.1.2 Aislamiento de hongos micorrízicos  
Las  raíces fueron cortadas utilizando un bisturí estéril y fueron depositadas en bolsas  
ziploc junto con hojarasca húmeda, mientras eran llevadas al laboratorio de la Pontificia 
Universidad Javeriana (Sede Cali) para ser procesadas. Las raíces se lavaron 
cuidadosamente con un cepillo y jabón neutro en agua de grifo. Luego se cortaron 
fragmentos de 5 cm, se desinfectaron con etanol al 70% por 30 segundos, hipoclorito de 
sodio al 1%  por 3 minutos y dos lavados con agua destilada estéril por 1 minuto cada uno 




Cali; 1034 msnm 
Buenaventura; 26msnm 
Riofrío; 1122 msnm 
Identificación de micorrizas en Vanilla spp.            21                                                    
_______________________________________________________________________ 
i 
En cámara de flujo laminar, se realizaron cortes transversales finos de las raíces 
desinfestadas, luego se montaron en lámina portaobjetos con agua destilada para verificar 
la presencia de pelotones viables, utilizando el microscopio óptico de luz (Figura 2-4). 
 
Figura 2-4: Corte transversal de raíz de Vanilla. Observación al microscopio óptico de 
luz; a. 10X. b. 40X.  Las estructuras señaladas con flechas corresponden a los pelotones 




Los cortes de raíz con presencia de pelotones fueron entonces sembrados en cajas de 
Petri con medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) acidulado con ácido láctico al 8%. 
Otra porción de cortes fue almacenada en agua destilada estéril a -20°C para 
posteriormente ser utilizados en el proceso de extracción de DNA a partir de tejido con 
pelotones.  
 
Las cajas sembradas con los fragmentos de tejido con pelotones, se llevaron a la 
incubadora a 27°C y se hizo el seguimiento del crecimiento de colonias fúngicas, para re-
aislar los diferentes micelios y poder obtenerlos en cultivo puro.   
 
Todos los micelios obtenidos fueron incluidos para extraer su DNA y determinar 
molecularmente su identidad. Esta información hace parte del proyecto macro de 
identificación de  hongos endófitos de Vanilla en Colombia, liderado por el grupo de 
a. b. 
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Investigación en Orquídeas, Ecología y Sistemática Vegetal y que fue socializado en la 
quinta conferencia internacional de dinámica de poblaciones de orquídeas, realizado en 
mayo de 2013 en Rende, Italia (Flanagan et al. 2013). 
Aquellos hongos que arrojaron teleomorfos de Rhizoctonia fueron evaluados 
morfológicamente en el presente estudio y utilizados para los ensayos de germinación 
simbiótica (Mosquera-Espinosa et al. comentarios personales).  
2.1.3 Caracterización molecular de hongos: secuenciación región 
ITS a partir de micelio (“culture dependent”)  
2.1.3.1 Extracción de DNA 
El crecimiento del micelio en medio líquido, se obtuvo por inoculación de cinco discos de 
micelio proveniente de cultivo puro en medio sólido, en frascos erlenmeyer que contenían 
caldo de PDA. Los frascos con los inóculos fueron colocados en un shaker a 30 
revoluciones por minuto,  por un período de dos semanas. Posteriormente, el micelio 
obtenido se separó del medio líquido por filtración y se conservó en tubos de Eppendorf a 
-70°C hasta su procesamiento.  
La extracción de DNA se realizó siguiendo el protocolo propuesto por Mahuku (2004) con 
modificaciones, como sigue:  
1. Se tomó una porción del micelio conservado en freezer y se colocó en un nuevo 
tubo de Eppendorf, con una espátula se le agregó una pizca (<2mm) de arena 
estéril.  
2. Se preparó el Buffer de extracción SDS (Tris-HCl 0,2 M [pH 8.0], EDTA 10 mM 
[pH 8.0], NaCl 0,5 M, y  SDS al 1%), y se mezcló con Proteinasa K  (PK) para 
obtener una concentración final de 50 µg/mL de PK en un volumen total de 300 
µL por muestra.  
3. De la mezcla anterior, se adicionó 150 µL a cada tubo que contenía el micelio y 
se maceró la muestra por un período de 2 minutos para degradar el tejido 
mecánicamente.  
4. Se adicionó un volumen de 150 µL de Buffer de extracción SDS para completar el 
volumen final de 300 µL. 
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5. Los tubos fueron llevados al vórtex para homogenizar el contenido, y 
posteriormente se incubaron en baño maría a 65°C durante 30 minutos, 
realizando de 3-4 inversiones de los tubos durante la incubación. 
6. Los tubos fueron retirados del baño maría y pasados por vórtex nuevamente, 
luego se adicionó un volumen de 150 µL de acetato de amonio 7.5M, se 
homogenizo en el vórtex y se incubo a 5°C por 10 minutos. 
7. Se centrifugo por 15 min. a 14000 rpm y se transfirió el sobrenadante (≈400µL) a 
un nuevo tubo marcado. 
8. Se adicionó un volumen de 200 µL de cloruro de sodio (NaCl) a 5M y se mezcló 
por inversión. 
9. Se adicionó un volumen de 600 µL de isopropanol frío, se mezclaron los tubos por 
inversión, y  se incubaron por 1 hora a -20°C. 
10. Se centrifugó por 20 min. a 14000rpm, y se decantó el sobrenadante. 
11. Se lavó el precipitado de DNA (pellet) con 800 µL de etanol frío al 70% y se 
centrifugó a 6000rpm por 5 min. 
12. Se decantó el sobrenadante y se colocaron los tubos destapados hacia abajo 
sobre una toalla de papel hasta el día siguiente para secar al aire el exceso de 
etanol. 
13. Se resuspendió el pellet de DNA con 200 µL de Buffer TE 1X (Tris-HCl 10mM  [pH 
8.0], EDTA 1mM). Finalmente, se pasaron los tubos por vórtex para homogenizar 
la mezcla. 
 
2.1.3.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Para amplificar la región ITS a partir de micelio, fueron utilizados el cebador “forward” 
ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) con el cebador “reverse” ITS5 (GGA AGT 
AAA AGT CGT AAC AAG G) (White et al. 1990). La mezcla de reactivos (Mix) fue 
preparada utilizando 20,8 µL de agua destilada libre de nucleasas, 5,0 µL de Buffer 
taq 10X con KCl (100 mM Tris-HCl (pH 8.8 a 25°C), 4,0 µL de MgCl2 2 mM, 5,0  µL de 
DNTP 0,2 mM,     0,2 µL de enzima taq polimerasa, 5,0 µL de cebador ITS4 0,2 mM, 
5,0 µL de cebador ITS5 0,2 mM, y 5,0 µL de DNA molde, para un volumen final de 50 
µL de reacción. La reacción en cadena de la polimerasa fue realizada en un 
termociclador Eppendorf Vapo.protect con 30 ciclos de desnaturalización a 94° por 30 
segundos, alineamiento 52° por 40 segundos, y extensión de 72° por 40 segundos. 
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2.1.3.3 Secuenciación  
Los productos de PCR fueron corridos sobre gel de agarosa al 1,5%, utilizando 6 µL del 
colorante fluorescente EZ-Vision® y 2 µL del producto de la PCR para luego ser 
observados en un transiluminador Benchtop 3UV (UVP) BioDoc-IT-Imaging System.  
Los productos de PCR que se observaron como bandas claras en el gel, fueron 
purificados usando el método de precipitación por acetato de amonio 7,5 M e 
Isopropanol.  Los productos de DNA fueron secuenciados en la empresa Macrogen 
(Seoul, Korea).   
 
2.1.4 Caracterización molecular de hongos: secuenciación región 
ITS a partir de tejido vegetal con micobionte  (“culture 
independent”)  
 
2.1.4.1 Extracción de DNA 
Para la extracción de DNA a partir de tejido vegetal con pelotones, se utilizó el mismo 
protocolo que el utilizado para micelio (ver sección 2.1.3.1). Un total de 103 muestras 
fueron procesadas. 
 
2.1.4.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Para amplificar la región ITS a partir tejido con pelotones, fueron utilizados los cebadores 
ITS1OF (AACTCGGCCATTTAGAGG) & ITS4OF (GTTACTAGGGGAATCC) (Taylor & 
McCormick  2008). La mezcla de reactivos (Mix) fue preparada utilizando 19,8 µL de 
agua destilada libre de nucleasas, 5,0 µL de Buffer taq 10X con KCl (100 mM Tris-HCl 
(pH 8.8 a 25°C), 5,0 µL de MgCl2 2,5 mM, 5,0  µL de DNTP 0,2 mM,     0,2 µL de enzima 
taq polimerasa, 5,0 µL de cebador ITS4 0,2 mM, 5,0 µL de cebador ITS5 0,2 mM, y 5,0 
µL de DNA molde, para un volumen final de 50 µL de reacción.. La reacción en cadena 
de la polimerasa fue realizada en un termociclador Eppendorf Vapo.protect con 30 ciclos 
de desnaturalización a 94° por 30 segundos, alineamiento 60° por 40 segundos, y 
extensión de 72° por 40 segundos.  
25                                                                       Identificación de micorrizas en Vanilla spp.                                                          
_______________________________________________________________________ 
Identificación de micorrizas en Vanilla spp.                             25                                        
_______________________________________________________________________ 
También se probó el par de cebadores ITS1F (CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A)  
(Gardes & Bruns 1993) con el ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) (White et al. 
1990). En este caso, la mezcla de reactivos (Mix) fue preparada utilizando 20,8 µL de 
agua destilada libre de nucleasas, 5,0 µL de Buffer taq 10X con KCl (100 mM Tris-HCl 
(pH 8.8 a 25°C), 4,0 µL de MgCl2 2 mM, 5,0  µL de DNTP 0,2 mM,     0,2 µL de enzima 
taq polimerasa, 5,0 µL de cebador ITS4 0,2 mM, 5,0 µL de cebador ITS5 0,2 mM, y 5,0 
µL de DNA molde, para un volumen final de 50 µL de reacción.. La reacción en cadena 
de la polimerasa fue realizada en un termociclador Eppendorf Vapo.protect con 30 ciclos 
de desnaturalización a 94° por 30 segundos, alineamiento 52° por 40 segundos, y 
extensión de 72° por 40 segundos. 
 
2.1.4.3 Secuenciación  
Se utilizó el mismo método de purificación de los productos descrito para micelio 
(2.1.3.3). 
 
2.1.5 Análisis filogenético  
Las secuencias fueron editadas utilizando el software Geneious® versión 6.1.6 cortando 
los extremos y verificando los diferentes sitios polimórficos. Con la secuencias obtenidas 
se realizó una búsqueda BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) usando la base de 
datos Nucleotide collection (nr/nt) optimizada para secuencias altamente similares 
(megablast). Se consideraron como la misma unidad taxonómica operativa (OTU) 
aquellas secuencias con un porcentaje de identidad mayor al 97% comparada con las 
accesiones del Gen-Bank. Utilizando el software Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis® (MEGA 5.2), se calcularon las distancias genéticas entre las secuencias por el 
índice Tamura & Nei (1993) empleando el método del vecino más cercano (Neighbor-
Joining); aquellas secuencias con distancia mayor a 0,03 fueron consideradas como 
OTUs diferentes (Flanagan, pers. comm.).  
 
Para construir los árboles se utilizó el software MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011) alineando 
las secuencias por el método ClustalW., utilizando el método de máxima verosimilitud 
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Foto: Alomía, Y. 
(maximum likelihood method) basado sobre el modelo de datos específicos y el test 
filogenético Bootstrap (Nei & Kumar 2000). 
Se construyeron árboles filogenéticos utilizando tanto las secuencias obtenidas a partir 
de micelio (culture dependent), como las obtenidas a partir de tejido vegetal (culture 
independent), además se incluyeron accesiones del Gen-Bank de otros grupos 
relacionados (Anexos). Como era de esperarse, debido a la heterogeneidad entre las 
secuencias, las regiones ITS1 e ITS2 no pudieron ser alineadas (la región  ITS nrDNA es 
altamente variable entre los grupos de hongos). Sin embargo, se construyó un árbol con 
toda la región ITS para observar la formación de clados distintos entre las secuencias. La 
información obtenida a partir de la región 5.8S se utilizó para construir un árbol 
filogenético que incluyera todas las secuencias obtenidas en este estudio. Valores de  
Bootstrap fueron obtenidos basados en 1000 réplicas con la regla de mayoría del 50%. 
2.1.6 Caracterización morfológica de los aislamientos   
Los micelios previamente determinados a nivel molecular como teleomorfos de 
Rhizoctonia (Ceratobasidium y Tulasnella), fueron caracterizados a nivel macro y 
microscópico para corroborar los caracteres que identifican a este grupo en su fase 
vegetativa.  
2.1.6.1 Caracteres macroscópicos 
A nivel macroscópico, se evaluaron las siguientes características de las colonias; tasa de 
crecimiento, apariencia, forma, zonación, margen, sectorización, exudación, producción 
de pigmentos y color. Estas características fueron visualizadas en tres repeticiones por 
aislamiento. 
Para evaluar la tasa de crecimiento, con un sacabocados se sembraron discos de 0,5 cm 
de diámetro, de cada hongo, en el centro de una caja de Petri que contenía PDA y que 
fue trazada por el reverso con dos líneas perpendiculares, utilizando el centro del disco 
como el punto de intersección entre las dos líneas. Se midió el diámetro de la colonia 
cada 24 horas, hasta completar el máximo de 9 cm, correspondiente al diámetro de la 
caja de Petri. Por medio de una regresión lineal se calculó la velocidad de crecimiento en 
cm/día (Figura 2-5). 
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2.1.6.2 Caracteres microscópicos  
El micelio fue caracterizado a nivel microscópico con base en las siguientes 
características: color y diámetro de la hifa vegetativa,  ángulo de bifurcación,  constricción 
y septo cerca del punto de ramificación, forma y tamaño de las células monilioides, 
presencia de masas de esclerocios y condición nuclear. Para observar la condición 
nuclear, se empleó el método de tinción fluorescente reportado por Valadares (2009); se 
tiñeron los microcultivos previamente elaborados sobre láminas portaobjetos, con una 
solución que contiene 20 uL de SYBR GREEN diluido 1000 veces en una solución de 
KH2PO4 a 10 mmol.L
-1 y glicerol al 18%. 
Las observaciones se realizaron utilizando un microscopio NIKON ECLIPSE NI-U90. Los 
núcleos fueron observados empelando una lámpara de fluorescencia con filtro UV. Las 
mediciones fueron tomadas con el Software NIS-Elements Br Microscope Imaging®.  
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Fotos: Alomía, Y. 
2.1.6.3  Análisis de datos   
Se realizó un análisis de agrupamiento a parir de una matriz numérica con las variables 
macroscópicas: tasa de crecimiento, apariencia, forma, zonación, margen, sectorización, 
exudación, producción de pigmentos y color, junto con las variables microscópicas: color 
y diámetro de la hifa vegetativa,  ángulo de bifurcación,  constricción y septo cerca del 
punto de ramificación, forma y tamaño de las células monilioides, presencia de masas de 
esclerocios y condición nuclear. Todas las variables fueron categorizadas 
cualitativamente para construir la matriz. Por ejemplo, para la variable tasa de 
crecimiento, se consideró que aquellas cepas que tuvieran un crecimiento de < 0,7 
cm/día como una tasa lenta, aquellas con velocidad de crecimiento de 0,7-1,5 cm/dia, 
una tasa media, y aquéllas con velocidad de 1,6-3,0 cm/día, se consideró como una tasa 
de crecimiento rápida. Así, las cepas con tasa de crecimiento lenta, se asignaron con el 
número “1”, las cepas con tasa de crecimiento media, con el número “2” y aquellas con 
tasa de crecimiento rápido, con el número “3”.  Así, para todas las demás variables. Se 
empleó el programa estadístico básico PAST para correr los datos y se utilizó el índice de 
distancia euclidiana para el análisis de agrupamiento. Este tipo de análisis multivariado 
permite  clasificar a un conjunto de individuos en grupos homogéneos. 
2.2 Resultados  
2.2.1. Determinación molecular   
 
Con la amplificación de la región ITS a partir de micelio, utilizando los cebadores ITS4 e 
ITS5, se obtuvieron un total de 10 aislados rizoctonioides. Según las secuencias del 
GenBank, ocho aislados tuvieron correspondencia con el género Tulasnella y dos con el 
género Ceratobasidium.  
De otro lado, de las 103 muestras procesadas a partir de tejido radical con pelotones, 
utilizando los cebadores ITS1F/ITS4 se logró amplificar siete muestras. Con el par de 
cebadores ITS1OF/ITS4OF se logró amplificar cinco muestras, dos de las cuales también 
se amplificaron con los primeros cebadores (VT129OF y VT131OF). Es decir, por este 
método se logró amplificar 10 secuencias diferentes. En la Tabla 2-2 se resume la 
información correspondiente a la procedencia de cada una de las 22  secuencias 
obtenidas en total (ATM: micelio o VT: tejido vegetal), pares de cebadores empleados, 
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identidad taxonómica del hongo endófito y su correspondencia con las accesiones del 
GenBank.   
Teniendo en cuenta la cantidad de secuencias obtenidas para cada especie y el número 
de accesiones diferentes con las que estas secuencias se relacionan, fue posible 
determinar que, para la especie V. rivasii, se logró amplificar 10 secuencias, las cuales 
corresponden a dos accesiones diferentes. Para la especie V. odorata, se amplificaron 
siete secuencias que correspondieron a cinco accesiones diferentes, y para V. calyculata, 
se amplificaron tres secuencias que correspondieron a dos accesiones diferentes. 
Para la construcción de los árboles, de las 22 secuencias obtenidas para las tres 
especies, se eliminaron dos correspondientes a las muestras VT129OF y VT131OF; ya 
que resultaron ser las mismas secuencias obtenidas con el par de cebadores 
ITS1F/ITS4, presentando éstas últimas una mejor calidad.  Así, en el texto se hará 
referencia a 20 secuencias. En general, de las 20 secuencias obtenidas, 17 
corresponden al género Tulasnella y las otras tres al género Ceratobasidium. 
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Tabla 2-2: Identidad taxonómica de las secuencias obtenidas por amplificación de la región ITS 
muestra Especie de Vanilla 
(Hospedero) 





1 V. rivasii ATM024* ITS4/ITS5 Epulorhiza sp.** GU166424 (96%) 
2 
2 V. rivasii ATM016* ITS4/ITS5 Epulorhiza sp. AJ313448 (99%) 
3 V. rivasii ATM015* ITS4/ITS5 Epulorhiza sp. GU166424 (96%) 
4 V. rivasii VT 107 ITS1F/ITS4 Epulorhiza sp. GU166424 (96%) 
5 V. rivasii VT 109 ITS1F/ITS4 Epulorhiza sp. GU166424 (96%) 
6 V. rivasii VT 121 ITS1F/ITS4 Epulorhiza sp. GU166424 (95%) 
7 V. rivasii VT 123 ITS1F/ITS4 Epulorhiza sp. GU166424 (95%) 
8 V. rivasii VT 129 ITS1F/ITS4 Epulorhiza sp. GU166424 (95%) 
9 V. rivasii VT 131 ITS1F/ITS4 Epulorhiza sp. GU166424 (95%) 
10 V. rivasii ATM023* ITS4/ITS5 Epulorhiza sp. GU166424 (96%) 
11 V. rivasii VT 129OF ITS1OF/ITS40F Epulorhiza sp. GU166424 (95%) 
12 V. rivasii VT 131OF ITS1OF/ITS40F Epulorhiza sp. GU166424 (92%) 
13 V. odorata ATM102* ITS4/ITS5 Tulasnella sp. JQ247568 (99%) 
5 
14 V. odorata ATM043* ITS4/ITS5 Tulasnella sp. EF127682 (98%) 
15 V. odorata ATM046* ITS4/ITS5 Tulasnella sp. EF127682 (98%) 
16 V. odorata ATM103* ITS4/ITS5 Ceratobasidium sp. HM623619 (94%) 
17 V. odorata VT 156 ITS1F/ITS4 Ceratobasidium sp. HM117643 (92%) 
18 V. odorata VT 148 ITS1OF/ITS40F Tulasnella sp. JQ247568 (99%) 
19 V. odorata VT 168 ITS1OF/ITS40F Epulorhiza sp. AJ313437 (96%) 
20 V. calyculata VT 181 ITS1OF/ITS40F Tulasnella sp. JQ247568 (99%) 
2 21 V. calyculata ATM112* ITS4/ITS5 Tulasnella sp. JQ247568 (99%) 
22 V. calyculata ATM117* ITS4/ITS5 Ceratobasidium sp. HM623619 (94%) 
* Secuencia obtenida a partir de  micelio.  ** Epulorhiza es un género anamorfo de Tulasnella.  
Las muestras VT129OF y VT131OF (sombreadas), fueron eliminadas del análisis por pertenecer exactamente con las secuencias VT129 y VT 
131, respectivamente. 
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*Los valores en color rojo representan distancias mayores a 0,03; es decir OTUs diferentes. 
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De acuerdo a la búsqueda BLAST, los hongos encontrados en este estudio tienen 
correspondencia con hongos encontrados en otras partes del mundo como Italia, China, 
Estados Unidos, Thailandia y Singapore. La mayoría de ellos fueron reportados como 
aislamientos de raíces de otras orquídeas como Limodorum abortivum (L.) Sw. (Italia), 
Paphiopedilum sp., Dendrobium sp. y Cymbidium sp. (Thailandia), Spathoglottis plicata 
Blume y Oncidium vniycex x Oncidium nona (Singapore) y Cymbidium goeringii  (Rchb. f.) 
Rchb. f. (China).  Una accesión de Tulasnella (JQ247568), correspondiente con las 
muestras VT 181, VT148, ATM 102 Y ATM 112, se reporta en la base de datos como un 
aislado a partir de suelo de bosques jóvenes en Estados Unidos (ver anexos).   
En relación a los porcentajes de identidad, valores mayores al 97%  fueron considerados 
como la misma unidad taxonómica operativa (OTU) a la reportada en la base de datos 
del Gen-Bank. De esta manera, aunque la accesión GU166424 (Epulorhiza sp.) tuvo la 
mayor aproximación con nueve de las secuencias obtenidas, el porcentaje de identidad 
para todas ellas, fue menor del 97%. El análisis de distancias genéticas (Tabla 2-3), 
reveló que estas nueve secuencias corresponden a sólo dos unidades taxonómicas 
operativas (OTUs): la primera corresponde a la secuencia ATM015, y la segunda OTU 
incluye  las otras ocho secuencias (VT107, VT109, VT121, VT123, VT129, VT131, 
ATM024, y ATM023). 
La accesión AJ313437  tuvo una correspondencia del 96% con la secuencia VT168, por 
lo que ésta última se considera como una OTU diferente, por lo tanto, una nueva 
accesión para la ciencia. Esta secuencia es también diferente a las otras secuencias 
obtenidas. La accesión HM623619 (Ceratobasidium sp.) tuvo una correspondencia del 
94% con el aislado ATM117, siendo éste igualmente un nuevo reporte. Este aislado 
corresponde por el análisis de distancias genéticas a la muestra ATM103, ambas 
entonces, constituyen una sola OTU. La accesión HM117643 (Ceratobasidium sp.) tuvo  
una correspondencia de sólo el 92% con la secuencia VT156, siendo un nuevo reporte y 
constituyendo una OTU diferente en comparación con las otras secuencias obtenidas. 
El resto de las secuencias (7), presentaron porcentajes de identidad mayores al 97% con 
alguna accesión del Gen-Bank. Sin embargo,  estas siete secuencias corresponden a 
tres OTUs: 1) agrupa las secuencias ATM102, ATM112, VT181 y VT148; 2) agrupa las 
secuencias ATM043 y ATM046; 3) corresponde a la secuencia ATM016.  
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Así, las 20 secuencias obtenidas corresponden a 8 OTUs diferentes; de éstas, cinco son 
secuencias nuevas para la ciencia y las restantes tres corresponden con más del 97% 
con alguna accesión del Gen-Bank (Tabla 2-2). 
 
2.2.2 Análisis Filogenético  
La topología obtenida utilizando toda la región ITS de las secuencias con afinidad al 
grupo de las Tulasnella, se muestra en la Figura 2-6. Para este análisis se excluyeron los 
hongos con afinidad al género Ceratobasidium, para evitar ruido en el alineamiento.  
 
Se obtuvo dos clados A y B; el clado A agrupa las secuencias ATM 016, VT168, 
ATM046, ATM043, ATM102, ATM112 y VT181. Este clado se puede considerar diverso  
y tiene una relación con la especie teleomórfica Tulasnella calospora. De otro lado, el 
clado B, presenta poca diversidad; una sola secuencia parece ser diferente a las demás; 
la secuencia ATM015. El resto de las secuencias no muestra variación (VT131, ATM024, 
VT109, VT121, VT129, VT123, VT107, ATM023). El clado A agrupa secuencias 
obtenidas a partir de las tres especies de Vanilla de estudio, mientras que el clado B, sólo 
tiene secuencias obtenidas a partir de V. rivasii.  
 
Con la información obtenida a partir de la secuenciación de la región 5.8S de todas las 
muestras (VT y ATM), se construyó el árbol filogenético que se representa en la Figura 2- 
7. En este árbol se obtuvo cuatro clados: I, II, III y IV. El primer clado incluye las mismas 
secuencias que incluye el clado A del árbol con secuencias ITS.  Sin embargo, como sólo 
se utilizó la región 5.8S, se observa menor diversidad; es decir, que varias secuencias 
comparten más del 50% de las posiciones de los nucleótidos. El segundo clado, agrupa 
las secuencias del clado B, y presenta cercanía con la accesión DQ834391 de Tulasnella 
sp. obtenida a partir de la especie Vanilla poitaei Rchb. f. en Puerto Rico (Porras-Alfaro & 
Bayman 2007). El tercer clado corresponde a la secuencia VT156, que es un aislado de 
Ceratobasidium obtenido a partir de V. odorata y con similaridad a la accesión AF503988, 
Ceratobasidium sp. aislado de la orquídea Ionopsis utricularioides (Sw.) Lindl. en Puerto 
Rico (Otero et al. 2004). El cuarto clado, agrupa las secuencias ATM103 y ATM117, 
ambos aislados de Ceratobasidium, muy alejados del resto de las secuencias, incluso de 
la secuencia más próxima en el GenBank (HM623619). En este árbol es posible notar la 
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posición del grupo externo,  indicando la falta de resolución para poder ubicar el grupo 
externo basalmente. 
 
Teniendo en cuenta la formación de los clados en el árbol filogenético (Figura 2-7) y las 
distancias genéticas entre las secuencias (Tabla 2-3), es posible determinar que en el 
clado I hay secuencias que varían dependiendo de la técnica empleada para la obtención 
de las mismas (a partir de micelio y a partir de tejido vegetal). Para este clado, la 
secuencia ATM016 que corresponde a un aislado de micelio no tiene correspondencia 
con ninguna secuencia obtenida a partir de tejido. Lo mismo ocurre para la OTU 
conformada por las secuencias ATM 043 y ATM046. Por su parte la secuencia VT168 
obtenida a partir de tejido vegetal, no tiene correspondencia con ningún aislado. La otra 
OTU, conformada por las secuencias ATM102, ATM112, VT148 y VT181,  tiene 
representantes obtenidos a partir tanto de micelio como de tejido vegetal.  
En el clado II, nueve de las 10 secuencias obtenidas están relacionadas en ambos 
métodos. Sólo el aislado ATM015 no tiene correspondencia con ninguna secuencia 
obtenida a partir de tejido vegetal.  El clado III, conformado por una secuencia obtenida a 
partir de tejido vegetal (VT156), no tiene correspondencia con ningún aislado. 
Finalmente, el clado IV, lo conforman los aislados ATM103 y ATM117, sin 
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Figura 2-6: Topología basada en el método de máxima verosimilitud a partir de la región ITS completa. Las muestras correspondientes a 
este estudio inician con los códigos VT  y ATM. El árbol bootstrap consenso fue inferido a partir de 1000 réplicas. Los números muestran el 
porcentaje bootstrapping que soportan las ramas (>50%). Las barras indican los principales clados que se discuten en el texto. Se incluyen 
otras secuencias del GenBank como referencia (anexos).  
Clado A 
Clado B 
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Figura 2-7: Árbol filogenético basado en el método de máxima verosimilitud a partir de la región 
5.8S inferido a partir de 1000 réplicas. Las muestras correspondientes a este estudio inician con 
los códigos VT  y ATM. Los números muestran el porcentaje bootstrapping que soportan las 
ramas (>50%).. Las barras indican los principales clados que se discuten en el texto. Se incluyen 
otras secuencias del GenBank como referencia (anexos). El óvalo rojo señala el supuesto grupo 
externo. Los recuadros señalan la posición de los hongos del género Ceratobasidium obtenidos 
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2.2.3 Caracterización morfológica de los aislamientos  
Las características macroscópicas, luego de 72 horas de incubación, a 28°C en medio de 
cultivo PDA mostraron claras diferencias en la morfología de los aislados (Tabla 2-4). Las 
diferencias más notorias se presentaron en la coloración del micelio que varió entre 
blanco, beige, pardo claro y pardo oscuro, y entre las tasas de crecimiento. Así, la cepa 2 
que corresponde a un aislado de Tulasnella presentó una tasa de crecimiento lenta (< 0,7 
cm/día), las cepas 5 y 9, ambas aislados de Ceratobasidium, exhibieron tasas de 
crecimiento rápidas (1,6-3 cm/día), y las demás cepas (Tulasnella) mostraron 
crecimientos  intermedios (0,7-1,5 cm/día).   
En relación a las características microscópicas, se observaron claras diferencias 
principalmente en el color y diámetro de la hifa vegetativa, forma de las células 
monilioides y condición nuclear. Así, las cepas 5 y 9, ambos aislados de Ceratobasidium  
mostraron las características más particulares dentro del grupo, con una buena 
aproximación a lo reportado en la literatura para Rhizoctonia. Se encontró además para 
estas cepas, la formación de cristales extracelulares. El resto de aislados, 
correspondientes a Tulasnella, varían en su morfología, no logrando exhibir 
características diagnósticas (Tabla 2-5).  
El análisis de agrupamiento basado en distancia euclidiana, señaló la formación de tres 
grupos (Figura 2-8). El grupo I, lo integran las cepas 5 y 9 (Ceratobasidium) que son 
idénticas morfológicamente y que se caracterizan principalmente por presentar micelio 
aterciopelado de color pardo,  zonado concéntricamente, tasa de crecimiento rápida (1,6-
3 cm/día), hifas binucleadas, con ramificaciones en ángulo de 90°, bifurcación y septo 
cercano al punto de ramificación, células monilioides elongadas. El grupo II está formado 
por cepas de Tulasnella que comparten ciertas características; unas más relacionadas 
con otras morfológicamente, pero en general con mucha variación: micelios de apariencia 
afelpada o algodonosa, de color blanco a beige, forma circular, sin zonación, tasa de 
crecimiento media (0,7-1,5 cm/día), hifas hialinas de diámetro delgado, ángulo de 
bifurcación de 90°, la mayoría con constricción y septo cercano a la ramificación, células 
monilioides, en forma de barril o elongadas o ausentes, algunas no forman masas de 
esclerocios, condición nuclear binucleada o multinucleada.  El grupo III, corresponde a 
las cepas 2 y 8 de Tulasnella, que comparten pocas características entre sí, pero que son 
muy diferentes al resto de los aislados de Tulasnella, y tampoco comparte características 
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con los aislados de Ceratobasidium. Estas cepas comparten entre sí la formación de 
pigmentos, el tipo de crecimiento irregular y las ramificaciones con ángulos de <90°, sin 
constricción cercana al punto de ramificación. En las Figuras 2-9 y 2-10 se  muestra el 
registro fotográfico con algunas de las características morfológicas evaluadas.  
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Tabla 2-4: Caracteres macroscópicos evaluados en las 10 cepas de estudio 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Característica/Código ATM024 ATM016 ATM102 ATM112 ATM117 ATM043 ATM046 ATM023 ATM103 ATM015 
Apariencia Algodonoso Afelpado Afelpado Algodonoso Aterciopelado Afelpado Afelpado Algodonoso Aterciopelado Afelpado 
Color verso de la placa Blanco 
Pardo 
oscuro 
Beige Blanco Pardo Beige Beige Blanco Pardo Beige 













- - Concéntrica - - - Concéntrica Concéntrica 
Margen Elevado Plano Plano Elevado Elevado Plano Elevado Elevado Elevado Plano 
Sectorización - + - - - - - - - - 
Formación de 
pigmentos 
- + - - - - - + - - 
Exudación - - - - - - - + - - 
Tasa de cto.
†
 Medio Lento Medio Medio Rápido Medio Medio Medio Rápido Medio 
Determinación 
taxonómica 
Tulasnella Tulasnella Tulasnella Tulasnella Ceratobasidium Tulasnella Tulasnella Tulasnella Ceratobasidium Tulasnella 
†Tasa de crecimiento: Lento (< 0,7 cm/día), Medio  (0,7-1,5 cm/día), Rápido (1,6-3 cm/día) 
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Tabla 2-5: Caracteres microscópicos evaluados en las 10 cepas de estudio. 
Número 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Característica/Cód
. 
ATM024 ATM016 ATM102 ATM112 ATM117 ATM043 ATM046 ATM023 ATM103 ATM015 
Color hifa 
vegetativa 
Hialina Parda Hialina Hialina Parda Hialina Hialina Hialina Parda Hialina 























90 <90 90 90 90 90 90 <90 90 90 
Constricción bifurc. 
y septo 
Si No Si No Si Si Si No Si Si 
Forma de las 
células monilioides 






12,45 x 8,86 No 22,32 x 7,31 20,81 x 7,03 27,42 x 5,78 No 33,34 x 8,24 No 
Masas de 
esclerocios 
Si Si Si No Si Si  Si  No Si Si 
Condición nuclear No 
Binuclead
a 
Multinucleada No Binucleada Multinucleada Multinucleada Multinucelada Binucleada Multinucleada 
Otras estructuras No No No No Cristales No No No Cristales No 
Determinación 
taxonómica 
Tulasnella Tulasnella Tulasnella Tulasnella Ceratobasidium Tulasnella Tulasnella Tulasnella Ceratobasidium Tulasnella 
†Promedio por 25 repeticiones. Se consideraron hifas gruesas aquellas con un diámetro superior a 4,20 µm. 
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Figura 2-8: Análisis de agrupamiento de las cepas de estudio basado en la distancia euclidiana (Coeficiente de correlación=0,95) 














Grupo I Grupo II Grupo III 
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Figura 2-9: Características macroscópicas del micelio de las cepas de estudio. a. 
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Fotos: Alomía, Y. 
 
Figura 2-10: Características microscópicas del micelio de las cepas evaluadas. a y b. 
micelio típico de Rhizoctonia (Ceratobasidium). c. Células monilioides. d. Cristales en 
Ceratobasidium. d y e. Tinción de núcleos.  
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Los hongos secuenciados en este estudio pertenecieron a los géneros Tulasnella y 
Ceratobasidium. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Porras-Alfaro & 
Bayman (2007) quienes estudiando la diversidad de hongos micorrízicos de las especies 
Vanilla planifolia V. poitaei, V. aphylla y  V. phaentha  de Costa Rica, Puerto Rico y Cuba, 
encontraron estos dos géneros asociados a las raíces de las plantas. Sin embargo, 
también reportaron el género Thanatephorus, que no se obtuvo en el presente estudio. 
Así, se afirma la hipótesis de investigación planteada que sugería que los hongos 
obtenidos en este estudio pertenecerían a los géneros Tulasnella y Ceratobasidium.  
Además de su papel como hongo micorrízco, Tulasnella es generalmente descrito como 
un género de hongos saprófitos (Alexopoulos et al. 1996), y este amplio rango ecológico 
puede explicar el mayor porcentaje de ocurrencia del género Tulasnella (85%) en las 
secuencias obtenidas. Aislar hongos a partir de tejidos puede conllevar también a aislar 
hongos no simbióticos, dada la alta diversidad de hongos que puede coexistir en la 
superficie de las muestras, tales como ectomicorrizas, u organismos del suelo (Warcup & 
Talbot 1967; Suárez et al. 2006), conllevando a conclusiones no certeras en relación a la 
biología de la simbiosis ( Taylor & McCormick 2008). De allí la importancia de establecer 
dicha relación a través de ensayos de germinación y de inoculación de tejidos vegetales 
sanos, que permitan comprobar la asociación orquídea-hongo. 
El clado A  para toda la región ITS, incluye secuencias que corresponden a micorrizas 
aisladas de orquídeas en Singapur (Oncidium varimyce x Oncidium nona y Spathaglotis 
plicata).  También hay relación de este clado con micorrizas aisladas de suelos en 
bosques jóvenes de Estados Unidos.  Porras-Alfaro & Bayman (2007) agrupan las 
secuencias obtenidas en Vanilla de Costa Rica, Puerto Rico y Cuba, y que se relacionan 
con las obtenidas en este estudio en un clado que denominan clado I.  El clado B, agrupa 
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otras secuencias de Tulasnella más relacionadas con aisladas a partir de orquídeas en 
Tailandia y China (Dendrobium y  Cymbidium).   Así, vale la pena resaltar que a pesar 
que se ha sugerido que las secuencias de los genes ribosomales en Tulasnella tienen 
una rápida tasa de evolución (Bidartondo et al. 2003), es posible encontrar secuencias 
altamente similares asociadas a orquídeas de otras partes del mundo.  
 
Aunque la región 5.8S se considera universalmente conservada, ésta exhiben una 
marcada  heterogeneidad en el grupo de las Tulasnella (Bidartondo et al. 2003). Por lo 
cual en el árbol filogenético (Figura 2-7) fue posible notar que se formaban dos clados 
distintos de Tulasnella; los clados I y II, incluso el clado II está más relacionado con el 
clado III que agrupa algunos Ceratobasidium (incluye la secuencia VT156 que se 
relaciona con Ceratobasidium aislados de las orquídeas Limodorum abortivum en Italia 
(Paduano et al. 2011) y Ionopsis  utricularioides en Puerto Rico (Otero et al. 2004)), que 
con los Tulasnella del clado I.  De otro lado, las secuencias ATM103 y ATM117, ambos 
aislados de Ceratobasidium, se agrupan en el clado IV, exhibiendo una marcada 
diferencia con el resto de las secuencias y sin mostrar relación directa con otras 
accesiones del Gen-Bank. 
 
Se resalta la falta de resolución para poder ubicar al grupo externo en una posición basal, 
lo cual sugiere la no determinación de un ancestro común entre las secuencias. Lo 
mismo ocurrió al intentar ubicar otros grupos externos (datos no presentados). La 
especie Ustilago maydis, en la filogenia de los hongos, se supone tiene una posición más 
basal que las del grupo de hongos como Rhizoctonia, al que pertenecen las secuencias 
de este estudio. Ambos grupos son de la división Basidiomycota, pero U. maydis es de la 
subdivisión Ustilaginomycotina, clase Ustilaginomycetes; mientras que los hongos de 
este estudio se supone están en una posición menos basal filogenéticamente y 
pertenecen a la división Agaricomycotina, clase Agaricomycetes (Wells 1994; Weiss & 
Oberwinkler 2001).  Este resultado sugiere que aún hacen falta estudios genéticos que 
soporten las relaciones de filogenia entre los diferentes grupos de hongos establecidos. 
Esta clasificación se ha centrado principalmente en la morfología de los cuerpos 
fructíferos, en el desarrollo colonial en placa, y en características de compatibilidad o de 
reproducción. Por lo tanto es necesario ampliar estas caracterizaciones con datos a nivel 
molecular, para lo cual el ADN ribosomal nuclear (nrADN) ha sido muy utilizado, porque 
permite la inferencia de relaciones filogenéticas entre taxa muy distantes, ya que 
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presentan secuencias de bases altamente conservadas con tasas de evolución muy 
lentas (Hillis & Dixon 1991). Así,  sus secuencias dan resultados viables para el análisis 
filogenético en diferentes niveles taxonómicos.  
Las orquídeas varían en sus preferencias por los hongos micorrízicos (Otero et al. 2004; 
Otero et al. 2007) y esto determina el grado de especificidad hospedero-huésped. En 
este estudio fue posible evidenciar que todas las secuencias obtenidas de Vanilla rivasii, 
pertenecen al género Tulasnella (no se logró aislar cepas de Ceratobasidium a partir de 
V. rivasii); de estas 10 secuencias, nueve pertenecen a los clados B (región ITS) y II 
(región 5.8S), resaltando la presencia de estos aislados en climas húmedos, pues esta 
especie de Vanilla habita en zonas del pacífico colombiano. En contraste, los clados A y 
I, agrupan las secuencias de Tulasnella de las especies V. odorata y V. calyculata, 
ambas procedentes de bosque seco. Un aislado de V. rivasii procedente de bosque 
húmedo se incluye el los clados A y I, pero ningún aislado de las especies de bosque 
seco se incluyen en los clados B y II.  Los dos aislados obtenidos del género 
Ceratobasidium pertenecen a V. odorata (ATM103) y a V. calyculata (ATM117). Se 
precisa más investigación para determinar si existe alguna relación entre las secuencias 
obtenidas y los climas donde habitan las especies hospederas.   
También es importante resaltar que aunque hay algunas secuencias obtenidas a partir 
del método de micelio que se corresponden exactamente con otras obtenidas a partir del 
método de amplificación directa del tejido vegetal, sigue siendo necesario realizar los dos 
métodos de extracción de ADN fúngico a fin de tener una muestra representativa de la 
población asociada a determinada especie de orquídea. Esta necesidad se hace  más 
evidente cuando se quiere comprobar la veracidad de la asociación micorrízica, en la que 
se precisan los aislados fúngicos.  Una de las dificultades de identificar molecularmente 
los hongos micorrízicos de orquídeas es que la mayoría de estos simbiontes pertenecen 
a Tulasnellaceae, y éstos han presentado dificultad para caracterizarlos usando 
conjuntos de cebadores universales, aparentemente a causa de la acelerada evolución 
del operón nuclear ribosomal (Binder et al. 2005; Moncalvo et al. 2006) y 
consecuentemente mutaciones de bases en regiones conservadas donde los cebadores 
deben hibridizar (Taylor & McCormick 2008). En relación a la utilidad de los cebadores, 
aunque se supone que el par  ITS1OF/ITS4OF, fueron diseñados para amplificar la 
región ITS de todos los Basidiomycota (Taylor & McCormick 2008), en este estudio, se 
notó que hubo una preferencia por los Tulasnella que se agruparon en el clado I. Como 
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era de esperarse el cebador ITS1F, no fue efectivo para amplificar algunas especies de 
Tulasnellaceae (que se pudieron amplificar con los cebadores-OF), aunque fue diseñado 
para amplificar la región ITS de esencialmente toda Eumycota. Esto debido a la ya 
mencionada velocidad de evolución del operón ribosomal nucelar de Tulasnellaceae, y 
por lo tanto, muchos sitios que se conservan entre los Eumycota no se conservan en 
Tulasnellaceae (Taylor & McCormick 2008; Bidartondo et al.  2003). Los hongos del 
género Ceratobasidium sólo se lograron amplificar con los cebadores universales 
ITS4/ITS5 (a partir de micelio) y el par ITS1F/ITS4 a partir de tejido vegetal. Este 
resultado sugiere que la utilidad de los cebadores puede estar dirigida hacia grupos de 
hongos específicos. Si el interés es en determinar la mayor cantidad de hongos 
asociados, es necesario utilizar además las dos técnicas simultáneamente junto con 
varias combinaciones de pares de cebadores.  
En este estudio fue posible observar la formación de pelotones dentro del tejido cortical 
de la raíz, y de más de 100 muestras, sólo se logró amplificar 10. Suárez et al. (2006), 
estudiando asociaciones micorrízicas en varias especies epífitas de orquídeas 
Pleurothallinae de los Andes, observó a través de microscopia electrónica, tejidos con 
pelotones que revelaban una predominancia de hongos con septos doliporo, sin 
perforaciones, y parentosomas levemente curvados, los cuales son diagnósticos de 
Tulasnellaceae. Sin embargo, usando una colección de cebadores estándar, pocos de 
esos hongos fueron amplificados. De hecho, una variedad de otros hongos, 
particularmente Ascomycetes, fueron amplificados.    Esto demuestra que la diversidad 
de hongos en las especies de Vanilla de este estudio puede estar subestimada por la 
falta de cebadores que logren amplificar  secuencias que no logran amplificar los 
cebadores universales, ni los que hasta ahora se han diseñado para este grupo de 
organismos en particular.   
Otro inconveniente relacionado con la determinación precisa de las especies de hongos, 
sobretodo apoyándose en la base de datos del Gen-Bank, es que recientemente las 
secuencias de ADN de la región ITS presentan varias cepas de Epulorhiza, Ceratorhiza, 
Ceratobasidium, Sistotrema, Thanatephorus y Tulasnella que fueron originalmente 
descritas en el campo de estudio de las micorrizas por Currah et al.  (1987); Currah 
(1992), y Warcup & Talbot (1967; 1971, 1980, 1981). Los análisis filogenéticos detallados 
revelan algunas inconsistencias en el concepto de especie en este grupo 
taxonómicamente cambiante de basidiomycetes resupinados (Taylor & McCormick 2008).  
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La morfología del basidio provee una identificación más confiable, pero los aislados 
difícilmente se pueden obtener en condiciones de laboratorio (Ramsay et al. 1986; 
Currah et al. 1987; Milligan & Williams 1988). Es importante resaltar que hay una escasez 
de secuencias ITS que provengan de aislados o cuerpos fructíferos bien caracterizados 
en varios de los más importantes clados asociados a orquídeas, particularmente dentro 
de Tulasnellaceae, Sebacinaceae y Ceratobasidiaceae. El resultado es que muchos 
clados de hongos son conocidos a partir de datos de secuencias, sin conexión con el 
organismo completo, su fisiología, morfología, anatomía, etc., que debe ser estudiada 
(Taylor & McCormick 2008). 
De acuerdo a la caracterización morfológica es posible confirmar que para el grupo de las 
Tulasnellas hay mucha variación en la morfología, por lo que el valor diagnóstico de 
estos caracteres sigue siendo incierto. En contraste, los aislados del grupo I 
correspondientes a cepas de Ceratobasidium, se ajustan a la caracterización descrita 
para el género-forma Rhizoctonia (Sneh et al. 1991; Otero et al. 2004, 2007; Pereira 
2005),  lo cual afirma las observaciones de Andersen (1990) que sugiere que en los 
Ceratobasidiaceae, la morfología de la hifa vegetativa es mayormente homogénea dentro 
del género. Este estudio reporta por primera vez para este grupo,  la formación de 
cristales,  que por su morfología son posiblemente de oxalato de calcio (Guggiari 2011).  
Este hallazgo sugiere que los aislados de Ceratobasidium encontrados exhiben 
capacidad de biomineralización, entendido como el fenómeno de la formación de 
cristales por organismos vivos (Lowenstam 1981; Williams 1984).  Hasta ahora la 
formación in vitro de cristales CaOx se ha reportado para hongos ectomicorrízicos 
(Graustein et al. 1977; Tuason & Arocena 2009), Mucorales  (Kolo & Claeys 2005), 
hongos parásitos (Rio et al. 2008), hongos xilófagos y hongos endófitos (Krohn et al. 
2001). 
Resulta importante profundizar en este aspecto, si se tiene en cuenta que algunas de las 
funciones conocidas de estos cristales incluyen papeles en la patogenicidad (Dutton & 
Evans 1996); varios roles en degradación de la lignina (Shimada et al. 1994.); influencia 
sobre la regulación del pH y de favorecer la degradación de la madera (Schilling & 
Jellison 2005); meteorización de silicatos que contienen minerales (Fomina et al. 2006.), 
la regulación de la biodisponibilidad de fosfato y sulfato (Dutton & Evans 1996); 
detoxificación de metales, incluyendo calcio, zinc, cobalto (Jarosz-Wilkolazka & Gadd, 
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2003) cobre y la producción de energía (Guggiari et al. 2011). Además, la capacidad de 
los hongos para producir CaOx sugiere que pueden desempeñar un papel importante en 
la ecología del suelo (Morris & Allen, 1994; Dutton &Evans, 1996; Verrecchia & Dumont, 
1996; Gadd 1999; Burford et al. 2003).  
De otro lado, dada la ambigüedad existente para el grupo de las Tulasnella, podría ser 
útil el estudio de caracteres diagnósticos diferenciales que permitan la identificación 
específica de micelio, y que actualmente tienen mayor validez taxonómica que las 
caracterizaciones morfológicas convencionales, como el estudio en detalle de la 
ultraestructura de las hifas mediante microscopía electrónica de transmisión (Marchisio et 
al. 1985; Suárez et al. 2006).  La ultraestructura septal es un carácter concreto que 
permite distinguir claramente entre los principales clados de Rhizoctonia (Khan & 
Kimbrough 1982). Sin embargo estos métodos involucran técnicas laboriosas y no separa 
especies dentro de un género.  
 Respecto a las características de las secuencias y las morfológicas,  no se presentó una 
relación entre la formación de los clados a nivel filogenético y los agrupamientos 
obtenidos de la caracterización morfológica, excepto para el grupo de los hongos 
determinados como Ceratobasidium (ATM103 y ATM117), que se agrupan en el caldo IV 
(según la región 5.8S) y en la caracterización morfológica forman el grupo I. Confirmando 
que este grupo exhibe características particulares que lo hace diferente del resto de las 
micorrizas y que esas características son confiables para su determinación, lo que no 
ocurre con el grupo de Tulasnella, en el cual se precisa más estudios tanto a nivel 
morfológico como molecular.  
Dada la extrema dependencia de las orquídeas con sus micorrizas y las amenazas a la 
conservación que enfrentan muchas de ellas en estado silvestre, una mejor comprensión 
de la historia natural de sus hongos asociados es un objetivo urgente. Se espera que el 
desarrollo de cebadores específicos para este grupo de hongos, así como el énfasis en 
estudios de anatomía, morfología y fisiología, puedan proporcionar ideas que permitan 
conocer más sobre esta enigmática asociación. 
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3. Ensayos de Germinación Simbiótica  
3.1 Materiales y Métodos  
3.1.1. Desinfestación de semillas  
Para obtener las semillas, se lavaron  los frutos (cápsulas) en una solución jabonosa (con 
jabón neutro) y se enjuagaron con agua corriente dos veces, retirando cuidadosamente 
los restos florales de los extremos, posteriormente se colocaron en una solución de 
hipoclorito de sodio al 3%  durante 15 minutos. Bajo condiciones asépticas, en una 
cámara de flujo laminar, los frutos se disectaron longitudinalmente con la ayuda de un 
bisturí y se extrajeron las  semillas de la parte media que fueron depositadas por 
porciones en tubos de Eppendorf. Las semillas fueron  lavadas siguiendo el método 
propuesto por Knudson (1950) con modificaciones, que incluye tres ciclos de lavado así: 
alcohol al 95%, centrifugación a 4000 rpm por 5 minutos, decantación del sobrenadante 
que presenta restos de la placenta, lavado con hipoclorito de sodio más una gota de 
jabón neutro, vórtex por 5 minutos y enjuague con  agua destilada estéril. En el último 
ciclo, se lavan las semillas tres veces con agua destilada y se dejan en los tubos con 1,2 






























52 Hongos micorrízicos en Vanilla spp. (Orchidaceae) y su potencial para la germinación 
de semillas                                                    
_______________________________________________________________________ 
Fotos: Alomía, Y. 
 
 
3.1.2 Porcentaje de viabilidad de las semillas  
Luego de aplicar el protocolo de limpieza se procedió a retirar la testa para dejar el 
embrión libre. Así, se tomó una porción de semillas previamente lavadas y se colocaron 
sobre una lámina de papel resistente al agua que contiene granos finos de óxido de 
aluminio (corindón) (comúnmente se conoce como lija de agua o “abrasive paper”, 
número 320). Luego de depositar las semillas sobre la lámina, se toma otra porción de 
lámina y se friccionan las dos hojas suavemente por un  minuto para retirar la testa de las 
semillas.  
Al finalizar este proceso, utilizando estereoscopio, se observaron los embriones libres de 
testa como puntos blancos sobre la lija. Se transfirieron los embriones a tubos de  
Eppendorf de 1,5 mL  y se agregó sal de tetrazolium al 1%, hasta alcanzar un volumen  
máximo de 1,0 mL. Los tubos se cubrieron con papel aluminio por un período de 48 
horas. Al cabo de este tiempo se revisó con estereoscopio la ocurrencia de la reacción. 
En reacción positiva los embriones se tiñeron de rosa intenso, mientras que los 
embriones no viables permanecieron de color blanco traslúcido.   
Para evaluar el porcentaje de viabilidad de las semillas, se contó el número de embriones 
tanto viables como no viables presentes en 1mL de solución de reacción y se calculó el 
porcentaje de viabilidad de acuerdo a la siguiente fórmula: 
             
  
  
     
Donde, 
Nv  es el número de semillas viables 
Nt  es el número de semillas totales  
Se hicieron 10 repeticiones de conteos para cada una de las especies de Vanilla y se 
promediaron los datos de porcentaje de viabilidad.  
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3.1.3 Morfometría de las semillas 
Las semillas previamente lavadas, fueron fijadas en placas portaobjetos con gelatina 
glicerinada y selladas con parafina para su observación en un microscopio óptico de luz  
NIKON ECLIPSE NI-U90 . Se realizaron las mediciones de longitud y diámetro de las 
semillas por medio del software NIS-Elements Br Microscope Imaging. Se calculó con 
estos valores, la relación largo/ancho para tener una idea de la forma de la forma de la 
semilla, ya que una relación cercana a uno (1) indica una forma más circular de la 
semilla. Utilizando un estereoscopio NIKON SMZ 800 se realizaron las observaciones de 
la testa para caracterizar visualmente su textura y forma por medio de fotografías.  
3.1.4 Montaje del experimento de germinación 
Los diez hongos obtenidos en la fase de aislamiento fueron transferidos a cajas de Petri 
con medio de cultivo OMA (Oat Meal Agar) propuesto por Clements & Ellyard (1979) 
modificado (1,0 g peptona, 4,0 g de avena en polvo y 10 g de agar por 1000 mL de 
medio). Cuando cada aislamiento creció las tres cuartas partes de la caja, se procedió a 
transferir 1 mL de la suspensión de semillas (Porras-Alfaro & Bayman 2007) previamente 
desinfestadas.  
El control negativo consistió en la misma formulación inicial del medio OMA, pero en este 
caso se sembraron las semillas directamente sobre el medio, sin la presencia del hongo. 
En este tratamiento se esperaba que las semillas no germinaran, pues no hay fuentes 
disponibles de carbono, ni hay hongo que sustente la germinación a través de la 
translocación del carbono desde el hongo al embrión. De otro lado, se probó un 
tratamiento con medio asimbiótico simple que consistió en la misma formulación de 
medio OMA más 1,0 g de glucosa.L-1. En esta oportunidad, las semillas se sembraron 
directamente sobre el medio, sin la presencia del hongo,  con el fin de proporcionar 
fuentes alternas de carbohidratos (glucosa) a las semillas y así  promover germinación 
asimbiótica. 
Todos los tratamientos fueron realizados en cajas de Petri con 45 mL de medio. Las 
cajas fueron incubadas en condiciones de oscuridad a 32°C por un período de 90 días. 
Después de este período, se analizaron las cajas en estereoscopio para evaluar los 
estados de germinación las semillas. En la Figura 3-12, se resume el proceso del 
experimento de germinación.  
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Figura 3-12: Montaje ensayos de germinación. En cámara de flujo laminar se transfieren 
inóculos de cada cepa a cajas de Petri con medio OMA (a, b). Cuando el hongo ha 
crecido aproximadamente tres cuartas partes de la caja (c), se transfieren las semillas 
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3.1.5 Porcentaje de Germinación e Índice germinativo  
La cuantificación de la germinación se realizó de acuerdo a las fórmulas propuestas por 
Arditti (1967) modificado por Pierick et al. (1988): 
Porcentaje de germinación (%G)  
%G= 100 x [(N1+N2+N3+N4+N5+N6)] / [N0+N1+N2+N3+N4+N5+N6] 
 
Donde NX indica la frecuencia de cada etapa de crecimiento y desarrollo del embrión, de 
acuerdo a los estados de germinación expresados para cada especie Siendo N0: la 
frecuencia de la etapa 0 (semillas que no germinan); N1: la frecuencia de la etapa 1; N2: 
la frecuencia de la etapa 2; N3:la frecuencia de la etapa 3; N4: la frecuencia de la etapa 4; 
N5: la frecuencia de la etapa 5; y, N6: la frecuencia de la etapa 6. 
A partir de la frecuencia de cada etapa de germinación, se calculó  el índice germinativo 
(IG), el cual representa la tasa de desarrollo de las semillas (Otero et al. 2004); da una 
idea de la velocidad germinativa así como de la presencia y proporción de cada una de 
las etapas de desarrollo inicial, ya que a mayor IG mayor presencia de las etapas 
germinativas más avanzadas en el desarrollo (Menchaca et al. 2011). El IG se calculó de 
acuerdo a la siguiente fórmula: 
 
IG= (N1+N2 X 2 +N3 X3+N4 X4+N5 X 5+N6 X 6) / (N0+N1+N2+N3+N4+N5+N6) 
 
Donde, N0 es el número de semillas en estado 0, N1 es el número de semillas en estado 
1 y así sucesivamente. El valor del IG está entre 0 (cuando no hay semillas germinadas) 
hasta 6 (cuando todas las semillas alcanzan el máximo estado de desarrollo de 4 
primordios foliares). 
3.1.6 Caracterización de las etapas de germinación  
Por medio de registro fotográfico y posterior esquematización en dibujo a escala, se 
describieron las etapas de germinación de las especies de Vanilla de estudio, donde este 
proceso se presentó exitosamente.  
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3.1.7 Análisis de datos 
Para evaluar las diferencias entre los porcentajes de viabilidad para las tres especies de 
Vanilla, se realizó un análisis de varianza con diez repeticiones por especie.  
Para caracterizar la morfometría de las semillas, se tomaron las mediciones de longitud y 
diámetro de 40 semillas por especie y se realizó estadística descriptiva y análisis de 
varianza utilizando el software Statistica versión 7.0. 
Para los ensayos de germinación simbiótica se propuso un diseño factorial 
completamente al azar con dos factores 3 x 12. El primer factor con tres niveles 
corresponde a las tres especies de Vanilla de estudio. El segundo factor con 12 niveles  
corresponde al medio utilizado en cada tratamiento (Tabla 3-6). Los primeros 10 
tratamientos, corresponden al medio OMA propuesto por Clements & Ellyard  (1979) con 
cada una de las 10 cepas de hongos aisladas. El tratamiento 11 corresponde al control 
negativo, es decir, el medio de la misma composición anterior, pero sin hongo. El 
tratamiento 12 corresponde al medio asimbiótico simple. Cada tratamiento se evaluó con 
tres repeticiones, para un total de 108 unidades experimentales. Las variables de 
respuesta fueron el porcentaje de germinación y el índice germinativo, los cuales se 
registraron a los 90 días después de la transferencia de las semillas a cada caja de Petri 
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Tabla 3-6: Caracterización de los 12 tratamientos probados en los ensayos de 
germinación según la composición de los medios y la cepa de hongo utilizado; 
(T)=Tulasnella; (C)= Ceratobasidium. 
Tratamiento Características del medio 
1 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) + Cepa ATM024 (T) 
2 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) + Cepa ATM016 (T) 
3 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) + Cepa ATM102 (T) 
4 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) + Cepa ATM112 (T) 
5 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) + Cepa ATM117 (C) 
6 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) + Cepa ATM043 (T) 
7 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) + Cepa ATM046 (T) 
8 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979 + Cepa ATM023 (T) 
9 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979 + Cepa ATM103 (C) 
10 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) + Cepa ATM015 (T) 
11 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) sin hongo (control negativo) 
12 Medio OMA (Clements & Ellyard 1979) + glucosa y sin hongo (medio 
asimbiótico simple) 
 
Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) para las variables %G e IG. Posteriormente 
se aplicó la prueba de post-anova de Tukey. Los análisis se realizaron con el paquete 
estadístico Statistica versión 7,0 (Statsoft). 
La hipótesis nula que se probó fue que no hay diferencias significativas en la germinación 
de semillas de Vanilla spp. entre los doce tratamientos utilizados, ni entre las especies de 
Vanilla de estudio. 
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La hipótesis de investigación sugiere que los aislados del género Ceratobasidium serán 
más eficientes en promover la germinación de las semillas que los aislados del género 
Tulasnella, confirmando los resultados obtenidos por Porras-Alfaro & Bayman (2007) con 
semillas de Vanilla de Puerto Rico, Costa Rica y Cuba. Las especies de Vanilla tendrán 
un comportamiento similar en la germinación, independientemente de la especie; es 
decir, que no se espera una especificidad en la germinación entre el aislado y su 
hospedero.  
 
3.2 Resultados  
3.2.1 Porcentaje de viabilidad de las semillas  
En la Figura 3-13 se muestran la tinción con sal de tetrazolium al 1% de embriones de 
Vanilla previamente tratados para eliminar la testa.  
Figura 3-13: Reacción con sal de tetrazolium (1%) de embriones de Vanilla spp. En a. se 
muestran tres embriones blancos (reacción negativa (-) =embriones no viables), residuos 
de testa (t), y un embrión teñido de rosado (reacción positiva (+) =embrión viable). En b. 
se muestra un embrión viable en detalle.  







El análisis de varianza indicó diferencias significativas entre los porcentajes de viabilidad 
de las tres especies de Vanilla de estudio (F(2, 27)=75,109, p<0,005; Figura 3-14). La 
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de la especie V. calyculata, con una viabilidad del 58%. Por su parte, V. odorata, fue la 
especie con el porcentaje de viabilidad más bajo; 49%.   
Figura 3-14: Porcentaje de viabilidad de semillas de las especies de Vanilla de estudio. 
Letras diferentes indican diferencias entre las especies: F (2,27)= 75,11; p<0,005. Las 
barras verticales indican la desviación estándar de los datos (n= 10). 
 
 
3.2.2 Morfometría de las semillas 
Las semillas entre las especies presentaron variación en tonalidad del color y forma 
(Figura 3-15), siendo las semillas de V. rivasii las más oscuras.  El análisis de varianza 
señaló diferencias significativas entre las especies (p<0,05) para las variables longitud y 
diámetro. Las diferencias se indican en la Tabla 3-7 con letras diferentes de acuerdo a la 
prueba de Tukey.  En relación a estas variables, V. calyculata, presentó las semillas más 
largas y anchas (es decir, las semillas más grandes). Las semillas de V. rivasii fueron 
más largas que las de V. odorata, pero estadísticamente iguales de anchas.  
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Tabla 3-7: Longitud y ancho promedio de las semillas de Vanilla de estudio 
Especie Promedio largo* (µm) Promedio ancho* (µm) 
V. rivasii 339,56 ±  15,97 a 228,21 ±  14,26 a 
V. calyculata 393,41 ±  18,30 b 320,82 ±  14,78 b 
V. odorata 310,74 ±  15,62 c 222,10 ±  17,92 a 
* n=40 
Figura 3-15: Morfología de las semillas de Vanilla de estudio. a. V. rivasii  b. V. 
calyculata y  c. V. odorata .Izquierda: vista al estereoscopio (ampliación 200 veces; barra: 







Con respecto a la forma de las semillas, en la Figura 3-16 se muestra el histograma con 
la relación largo/ancho.  Ninguna especie presentó semillas totalmente circulares; sin 
embargo, es posible notar que  la especie V. calyculata presentó las semillas menos 
ovaladas (o  más circulares por su relación largo/ancho) respecto a las otras dos 
especies.  
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Figura 3-16: Relación largo/ancho para las semillas de las especies de Vanilla de 
estudio. Las semillas con forma más circular se acercan a la unidad.  Las barras indican 
la desviación estándar de los datos; n=40. 
 
3.2.3 Porcentaje de Germinación e Índice germinativo  
Respecto al porcentaje de germinación, se encontró diferencias significativas tanto en los 
tratamientos (F(11, 72)=330,03; p=0,005) como en las especies de Vanilla de estudio      
(F(2, 72)=3349,05; p=0,005). La prueba de Tukey (Figura 3-17) indicó que V. rivasii fue la 
especie con mayor éxito de germinación; las semillas germinaron con todos los 
tratamientos, excepto con el control negativo (tratamiento 11). La segunda especie que 
presentó germinación, fue V. calyculata; aunque sólo lo hizo con el tratamiento número 9. 
Por su parte, las semillas de V. odorata no germinaron con ninguno de los tratamientos. 
El mayor porcentaje de germinación para V. rivasii (≈80%), se dio con los tratamientos 
número 5 y 9, ambos correspondientes a aislados de Ceratobasidium. Los aislados de 
Tulasnella que arrojaron mayores porcentajes de germinación (≈60%) fueron los 
correspondientes a los tratamientos 6 y 10 que no presentaron diferencias significativas 
con el tratamiento 12 (medio asimbiótico simple). 
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Figura 3-17: Porcentajes de germinación de semillas de las tres especies de Vanilla de 
estudio. Letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos: F(22,72)=251,05; 
p<0,005. Las barras verticales indican la desviación estándar de los datos (n=3).  
 
 
En relación al índice germinativo (IG), se encontró diferencias significativas entre las dos 
especies de Vanilla que germinaron (F(1, 48)=2346,2; p=0,005) así como entre los 
tratamientos (F(11, 48)=265,2; p=0,005). La prueba de Tukey (Figura 3-18) indicó que los 
tratamientos en los que se alcanzaron las mayores etapas de germinación fueron el 
número 9 y 12; el primero con un IG de 1,6 corresponde al tratamiento simbiótico 
utilizando un aislado de Ceratobasidium (ATM 103), y el segundo con un IG de1,8 
corresponde al medio asimbiótico simple, al que se le adicionó glucosa como fuente de 
carbono. Respecto a los aislados de Tulasnella, las mejores cepas corresponden a las 
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Figura 3-18: Índice germinativo de semillas de V. rivasii y V. calyculata. Letras diferentes 
indican diferencias entre los tratamientos: F(11, 48)=182,50; p<0,005. Las barras verticales 
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3.2.4 Etapas de germinación de semillas de Vanilla rivasii  y 
Vanilla calyculata 
En la Figuras 3-19 y 3-20  se presentan las etapas de germinación que exhibieron las 
especies V. rivasii  y V. calyculata respectivamente, durante el desarrollo del 
experimento. Para ambas especies, se alcanzaron cinco etapas que se lograron 
diferenciar por el tamaño del protocormo, y la cantidad y longitud de los rizoides.  
En general, se presentaron similitudes y diferencias en la morfología de los embriones 
entre las especies. En ambas especies se pudo identificar el desarrollo de un protocormo 
diferenciado (masa de células en crecimiento). Para ambas especies, el protocormo se 
observa en la etapa 2.  Entre las diferencias se destaca que las semillas de V. rivasii 
iniciando la germinación  (etapa 1) desarrollan los primeros rizoides, mientras que en las 
semillas de V. calyculata, el indicio de germinación se presenta con la apertura de la 
testa. No desarrollan rizoides sino hasta la etapa 2, siendo éstos más delgados, más 
largos y en mayor cantidad que los de V. rivasii a lo largo de todo el proceso.  También 
es importante resaltar que en la etapa más avanzada (etapa 5), la especie V. calyculata 
desarrolló un par de primordios foliares, mientras que la especie V. rivasii, desarrolló sólo 
uno.  En ambos casos, las estructuras formadas no presentaron clorofila, lo que se 
evidenció por su coloración blanquecina. No se alcanzaron estadios más avanzados para 













Figura 3-19: Representación de las etapas de germinación alcanzadas por Vanilla rivasii. 
Etapa 0= no germinación, Etapa 1= apertura de la testa y emergencia de primeros 
rizoides (=germinación), Etapa 2= Desarrollo del protocormo y crecimiento de rizoides, 
Etapa 3= El embrión ha crecido cerca de dos veces su tamaño inicial; se alargan los 
rizoides. Etapa 4= Agrandamiento del embrión y de los rizoides; se evidencia la zona 
meristemática libre de rizoides, Etapa 5=El embrión ha crecido tres veces su tamaño 
inicial, aparece un primordio foliar en la zona meristemática. 
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 Figura 3-20: Representación de las etapas de germinación alcanzadas por Vanilla 
calyculata. Etapa 0= no germinación, Etapa 1= apertura de la testa (=germinación), 
Etapa 2= Desarrollo del protocormo y surgimiento de los primeros rizoides, Etapa 3= El 
embrión ha crecido cerca de dos veces su tamaño inicial; se alargan los rizoides. Etapa 
4= Agrandamiento del embrión cerca de tres veces, se observan abundantes y largos 
rizoides; se evidencia la zona meristemática libre de rizoides y pronunciamiento de un 
primordio foliar, Etapa 5=El embrión ha crecido más de cuatro veces su tamaño inicial, 









El método propuesto en el presente trabajo, constituye el primer reporte para la 
determinación del porcentaje de viabilidad en especies del género Vanilla. Los estudios 
sobre germinación y fisiología de semillas requieren conocer con certeza su viabilidad. 
Tradicionalmente el método más utilizado es la prueba topográfica por tetrazolio 
(tetrazolium). En ella se utiliza una solución incolora de la sal cloruro de 2,3,5-trifenil 
tetrazolio como un indicador de varios procesos de reducción que ocurren en las células 
vivas. Luego que la solución de tetrazolio es embebida por la semilla, en las células vivas 
de los tejidos se lleva a cabo una reacción química de óxido-reducción en la cual 
participan las enzimas deshidrogenasas presentes en los tejidos vivos. En esta reacción, 
los protones hidrógeno liberados en el proceso de respiración reducen a la sal de 
tetrazolio a formazan. El formazan es una sustancia estable, no difusible, de coloración 
rojiza, que permite distinguir las áreas vivas de las semillas (áreas de color rojo o rosado 
según la concentración empleada de la sal), de las zonas muertas (de color blanco) 
(Baskin & Baskin 1998).  En semillas de orquídeas, este método resulta útil, pues la 
mayoría de especies de esta familia tienen las testas hialinas, lo que permite una clara 
observación del embrión cuando la reacción con la sal resulta positiva. Sin embargo, 
establecer esta reacción en semillas de testa gruesa y oscura resulta difícil,  tal es el 
caso de las semillas de especies de Vanilla, que tienen semillas escleróticas compuestas 
por paredes lignificadas y oscuras,  por lo que no es posible observar el embrión.  
Ante esta situación, los pocos estudios sobre germinación de semillas de este género se 
han realizado sin conocer con certeza el porcentaje de viabilidad de las semillas (Porras-
Alfaro & Bayman 2007; Alomía & Otero 2013). Esta situación es crítica a la hora de 
establecer si la falta de germinación es debida a un tratamiento específico, o a la falta de 
viabilidad de las semillas al momento de iniciar el experimento, generando ruido en el 
diseño experimental. Así, el presente trabajo reporta  un método efectivo para la 
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evaluación del porcentaje de viabilidad en semillas de Vanilla spp. que puede ser 
aplicado con facilidad en estudios de germinación y fisiología.  
Igualmente importante al momento de trabajar con semillas, es caracterizarlas 
morfológicamente. Los resultados sugieren una clara diferenciación entre las semillas de 
las especies de Vanilla de estudio,  lo que valida el valor taxonómico de estos caracteres, 
tal como lo sugirieron por primera vez Healey et al.  (1980) en sus estudios realizados 
para otras especies de orquídeas. Además, esta información podría ser de gran utilidad  
para estudios de dispersión de estas semillas, de lo cual se conoce muy poco. 
Aunque parece haber una relación entre los porcentajes de viabilidad y los porcentajes 
de germinación, un porcentaje de viabilidad del 49% para la especie V. odorata no 
explica la ausencia de la germinación, que se justifica más por la falta del hongo 
apropiado para establecer la relación micorrízica y/o nutrientes en el medio que 
posibiliten la germinación para una especie en particular. Estudios de germinación con 
otras orquídeas muestran que no hay una correlación directa entre los porcentajes de 
viabilidad y de germinación; así, Fracchia et al. (2013) reportaron porcentajes de 
germinación simbiótica de 70% en semillas de la orquídea terrestre Aa achalensis Schltr. 
que presentaron un porcentaje de viabilidad del 43%. De otro lado, Dutra (2008) en un 
estudio de germinación asimbiótica de semillas de Cyrtopodium punctatum (L.) Lindl., 
reportó porcentajes de viabilidad del más del 70%, pero porcentajes de germinación de 
menos del 5%. 
En este estudio, los aislados de Ceratobasidium fueron más eficientes en promover la 
germinación, así como en lograr etapas más avanzadas en los embriones de las dos 
especies de Vanilla que germinaron. Este resultado apoya la hipótesis de investigación y 
reitera que aislados de este género son más eficientes en promover germinación, tal 
como lo han sugerido los trabajos de Otero et al.  (2004) con semillas de Ionopsis 
utricularioides, y Porras-Alfaro & Bayman (2007) con semillas de Vanilla spp. Sin 
embargo, algunos aislados de Tulasnella de ambos clados (I y II) lograron inducir 
germinación, y en este aspecto, los resultados son contrastantes con lo observado en 
semillas de Vanilla spp. por Porras-Alfaro & Bayman (2007) que no lograron inducir 
germinación utilizando aislados de Tulasnella de las planta adultas. Aunque para otras 
especies de orquídeas, hongos del género Tulasnella han sido eficientes en la 
germinación (Stewart et al.  2002; Taylor & McCormick  2008) 
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De otro lado, los aislados de Ceratobasidium no se agruparon filogenéticamente con el 
llamado clado B, encontrado en los estudios de Otero et al.  (2004) y que proponen como 
aislados altamente eficientes en promover geminación en semillas de orquídeas, incluso  
de plantas de especies diferentes (Porras-Alfaro & Bayman 2007). Los aislados aquí 
encontrados, suponen una posición distante a los hasta ahora reportados en la base de 
datos del Gen-Bank.  Sin embargo, vale la pena mencionar  que a pesar de la gran 
cantidad de secuencias ITS que están disponibles en esta base de datos pública, las 
limitaciones de esta herramienta incluyen: i) muchas secuencias contienen errores; ya 
sea como resultado de errores experimentales, errores en la identificación de las 
especies, o intercambio o contaminación de cultivos, ii) la limitada cobertura taxonómica, 
y iii) limitaciones en el número de secuencias ITS disponibles para este grupo en 
particular.  
 
En relación a la especificidad de la asociación hospedero-huésped, la especie con mayor 
éxito de germinación fue V. rivasii y lo hizo empleando aislados de Ceratobasidium de las 
otras dos especies de Vanilla (ATM103 y ATM117). La especie V. calyculata sólo 
germinó con el Ceratobasidium aislado de V. odorata (ATM103). Por su parte V. odorata 
no germinó con ningún aislado. Estos resultados concuerdan con estudios previos en los 
cuales han encontrado semillas que pueden germinar mejor con hongos aislados de 
otras plantas (Warcup 1981; McCormck et al.  2004; Otero et al.  2004; Porras-Alfaro & 
Bayman 2007). 
 
Importante resaltar que aunque las cepas de Tulasnella ATM043 y ATM 046  eran 
genéticamente idénticas, se incluyeron en los ensayos de germinación por diferencias 
morfológicas. En este estudio, la cepa ATM 043 presentó mejores atributos en relación al 
porcentaje de germinación e índice germinativo que la cepa ATM046. Este resultado 
sugiere que los métodos de secuenciación son más útiles en ayudar establecer 
relaciones filogenéticas entre las especies de este tipo de hongos micorrízicos, que para 
la identificación a nivel específico de los mismos. Lo anterior indica que se precisa más 
investigación para encontrar loci más informativos para este grupo, y además que incluya 
caracterizaciones morfológicas, fisiológicas y ecológicas que sustenten las diferencias 
entre las especies.  
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La germinación de semillas de orquídeas es difícil de estudiar en campo por el pequeño 
tamaño de las semillas (Rasmussen & Whighman 2002). Seguimientos en campo de 
semillas de Vanilla no han arrojado luces sobre su germinación (González comunicación 
personal). Por tal motivo, los experimentos de germinación pueden ayudar a demostrar 
que los hongos aislados de plantas adultas son potencialmente micorrízicos. Sin 
embargo, el hecho de que algunos aislados no promuevan germinación no descarta su 
papel como hongo micorrízico, sino que abre nuevas inquietudes acerca de la sucesión 
de especies que puede existir a lo largo de la vida de la planta; así, es posible que 
hongos encontrados en la fase adulta, no sean los mismos que inicialmente se requieran 
para colonizar las semillas y/o desintegrar la testa lignificada que permita luego a otros 
organismos promover la trasferencia de nutrientes que se espera ocurra en este tipo de 
asociación.  
En este estudio, hacia finales del experimento, la mayoría de semillas donde la 
germinación tuvo más éxito (semillas de V. rivasii) se encontraron en etapa 2. Pocas 
semillas alcanzaron estadios avanzados; este fenómeno de detención de la germinación 
en etapas tempranas es a menudo típico al utilizar técnicas simbióticas (Stewart & Zettler 
2001). Se cree que las plántulas pueden reanudar el desarrollo si se proporciona con un 
estímulo adicional; por ejemplo, transferir a un medio rico en nutrientes. Por lo tanto, se 
precisa más estudios sobre las condiciones apropiadas para el establecimiento de 
estadios más avanzados de germinación, que permitan la obtención de plántulas. 
Al respecto, cabe mencionar que las semillas de V. rivasii, alcanzaron sus estados más 
avanzados con el tratamiento 12, que correspondió al medio asimbiótico simple. En este 
medio sólo se agregó glucosa (1%) respecto al medio simbiótico. Lo cual sugiere la 
capacidad de esta especie para germinar en medios simples, nuevamente confirmando 
un hallazgo importante para el desarrollo de propagación in vitro asimbiótica.  Sin 
embargo, es necesario resaltar que los tratamientos en los que se inocularon hongos en 
los que se dio la germinación, no se presentaron problemas de contaminación, mientras 
que en el tratamiento asimbiótico y en los controles, hubo contaminación por otros 
hongos y bacterias. Así, se confirma que la inoculación de las semillas con un hongo 
micorrízico contribuye a evitar el crecimiento de otros contaminantes (Porras-Alfaro & 
Bayman 2007). Además otros estudios han demostrado que el trasplante de plántulas a 
condiciones ex situ es más exitoso cuando éstas provienen de procesos in vitro 
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simbióticos que asimbióticos (Clements et al.  1986;  Anderson 1991; Stewart & Zettler 
2002).  
 
Hasta ahora la única aproximación a la caracterización de las etapas de germinación, la 
realizó Knudson (1950) quien presentó el registro fotográfico de las etapas de 
germinación asimbiótica en la especie V. planifolia, con la cual alcanzó estados de 
plántula.  Al observar esta caracterización con las obtenidas en el presente estudio es 
posible determinar diferencias en la morfología.  Igualmente, se logró evidenciar 
diferencias estructurales (por ejemplo en el número y diámetro de los rizoides) entre las 
dos especies de Vanilla que germinaron,  que permiten sugerir que las diferencias 
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4. Conclusiones y recomendaciones  
4.1 Conclusiones 
 
  De las 20 secuencias obtenidas, 10 se obtuvieron por el método de amplificación 
directa y 10 por el método de cultivo de cepas, lo que sugiere que para lograr 
determinar la diversidad de hongos asociados con cierta especie de orquídea, se 
hace necesaria la utilización de ambos métodos a fin de obtener la mayor 
cantidad de información. Esto debido también a la especificad de los cebadores 
que están diseñados para cada método en particular.  
 
 Las especies V. odorata y V. calyculata, se relacionaron con hongos de los 
géneros Tulasnella y Ceratobasidium. Mientras que en la especie V. rivasii sólo se 
logró determinar hongos asociados al género Tulasnella. Estudios futuros podrían 
encaminarse a la identificación de especificidad hongo-hábitat; pues las dos 
primeras especies son de ambientes secos, mientras que V. rivasii, está presente 
en ambientes húmedos.   
 
 El análisis filogenético mostró que los dos clados de Tulasnella obtenidos se 
encuentran distantes filogenéticamente. Vanilla rivasii se asocia 
preferencialmente con el clado I de Tulasnella,  en tanto que las especies V. 
odorata y V. calyculata se asocian con el clado II.  
 
 El hallazgo de cristales en los aislados del género Ceratobasidium sugiere su 




 Los hongos del género Ceratobasidium presentan características más precisas 
para ser diferenciados, tanto a nivel molecular como morfológico, en comparación 
con los hongos de género Tulasnella, quienes presentan mucha variación en las 
características evaluadas.   Además se comprobó que Ceratobasidium es más 
eficientes en promover y sostener la germinación hasta una etapa máxima de 
nivel cinco. Sin embargo, se precisa transferir los protocormos a medios 
enriquecidos en los que puedan alcanzar estados de plántulas. 
 
 No todos los aislados de Tulasnella promovieron la germinación de semillas. Sin 
embargo, representantes de ambos clados obtenidos (I y II), pueden promover 
germinación de semillas, así sea hasta estadios tempranos. No hay una relación 
de especificidad entre los aislados de las plantas adultas y la germinación de sus 
semillas. 
 
 Las semillas de V. rivasii presentaron los mejores atributos, tanto en porcentajes 
de viabilidad, como de germinación y en su capacidad de germinar el medios 
asimbióticos simples. Las especies que germinaron, exhibieron diferencias 
morfológicas en el proceso de germinación.  
 
Finalmente, este estudio es el primer reporte exitoso de germinación simbiótica 
(con etapas avanzadas de germinación) en semillas de Vanilla spp. así como la 
primera caracterización morfológica tanto de las semillas como de los 
protocormos en proceso de desarrollo, lo cual representa una gran contribución 
para futuras investigaciones donde la reproducción por semilla es importante, 
como en la búsqueda de híbridos con rasgos deseables en relación a sus 
características organolépticas,  resistencia a plagas y enfermedades. De la misma 
manera, estos métodos in vitro pueden emplearse como estrategias de 
conservación con el fin de promover la variabilidad genética de este recurso 
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4.2 Recomendaciones  
Con base en la diversidad de hongos obtenidos en este estudio, se precisa dar 
continuidad a los muestreos en varias especies potenciales de Vanilla, a fin de obtener 
un mayor número de aislados fúngicos, que permitan no sólo conocer su morfología, sino 
su papel ecológico que puede comprobarse a través de estudios de germinación. 
También es importante conocer los basidiomas para poder determinar con apoyo de los 
datos de secuenciación el teleomorfo y alimentar la base de datos del Gen-Bank con 
datos confiables. De esta forma poder realizar inferencias más certeras en relación a la 
filogenia.  También es importante amplificar otras regiones del genoma además de la 
región ITS para dar claridad a las relaciones filogenéticas en este grupo. Podría ser útil el 
estudio conjunto con RNA mitocondrial, como la subunidad grande del ribosoma 
(mtLSU). 
La colecta de datos a partir de especies asociadas a ecosistemas diferentes puede 
ayudar a esclarecer si los clados en los que se agrupan las secuencias se corresponden 
con los climas donde habita el hospedero.  
Considerando el valor que tienen las técnicas moleculares actuales, es importante no 
restringirse únicamente a este medio para realizar las determinaciones. Los análisis de 
morfología siguen siendo importantes para validar estos resultados, además 
proporcionan otro tipo de información que podría ser de gran utilidad para comprender 
los mecanismos de infección y en general el proceso simbiótico. Sin embargo, es 
necesario profundizar en el estudio morfológico de las cepas  para determinar patrones y 
validar la existencia de nuevas especies. Por ejemplo, podría ser útil estudiar en detalle 
el tipo de poro en los septos a través de microscopía electrónica de transmisión (MET). 
Se hace necesario optimizar las técnicas de germinación in vitro, posibilitando estudios 
avanzados de la interacción planta-hongo en orquídeas. Esta optimización incluye 
estudiar diferentes condiciones ambientales que estén relacionadas con los hábitats de 
cada especie de orquídea en particular, así como diferentes combinaciones de nutrientes 
para elaborar los medios de cultivo más apropiados. 




Dado que hay muchas inquietudes sobre la asociación micorrízica en orquídeas 
tropicales, podría ser útil profundizar en estudios fisiológicos con isótopos estables que 
permitan visualizar la transferencia del carbono, fósforo y  nitrógeno en los diferentes 
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Anexo: Referencias de las accesiones 
del Gen-Bank más cercanas a las 
muestras obtenidas  en  este estudio  
 










Pa   ís Artículo Autores 
Epulorhiza sp. 
 Pca-QS-0-1 
GU166424  Dendrobium y  
Cymbidium 
Tailandia Isolation and identification of Rhizoctonia-
like fungi from roots of three orchid genera, 
Paphiopedilum, Dendrobium, and 
Cymbidium, collected in Chiang Rai and 
Chiang Mai provinces of Thailand. 





Epulorhiza sp.  
Onv4.2 
AJ313448  Oncidium 
varimyce x 
Oncidium nona 
Singapur Identification and molecular phylogeny of 
Epulorhiza isolates from tropical orchids 
Mycol. Res. 107 (PT 9), 1041-1049 (2003) 




JQ247568  Suelo  Estados 
Unidos 
Limitations on orchid recruitment: not a 
simple picture.   Mol. Ecol. 21 (6), 1511-
1523 (2012). 
McCormick,M.K., Taylor,D.L., 
Juhaszova,K., Burnett,R.K. Jr.,            
Whigham,D.F. and O'Neill,J.P. 
Tulasnella sp. 
Yuchun CG03 
EF127682  Cymbidium 
goeringii 
China Isolation and Identification of Cymbidium 
Plants Mycorrhizal Fungi.  Unpublished. 
Li,L., Yang,K. and Hu,T. 
Ceratobasidium 
sp. AG-V 
HM623619  - China Identification of AG-V, A Newly Anastomosis 






HM117643  Limodorum 
abortivum 
 
Italia Pectin localization in the Mediterranean 
orchid Limodorum abortivum reveals 
modulation of the plant interface in response 
to different mycorrhizal fungi.  Mycorrhiza 21 
(2), 97-104 (2011). 
 
Paduano,C., Rodda,M., 









Singapur Identification and molecular phylogeny of 
Epulorhiza isolates from tropical orchids 
Mycol. Res. 107 (PT 9), 1041-1049 (2003). 
Ma,M., Tan,T.K. and 
Wong,S.M. 





B.  Anexo: Otras accesiones del Gen-
Bank para la construcción del árbol 
filogenético
 







Hospedero País Artículo Autores 
Tulasnella calospora 
specimen voucher herbarium 
culture CBS 326.47 
 




Mycorrhizal diversity in photosynthetic terrestrial 






Tulasnella sp. AP-79c  
 
DQ834399 Vanilla planifolia Puerto 
Rico 
Mycorrhizal fungi of Vanilla: diversity, specificity 
and effects on seed germination and plant growth. 





Tulasnella danica specimen 






Mycorrhizal diversity in photosynthetic terrestrial 






Tulasnella bifrons specimen 






Mycorrhizal diversity in photosynthetic terrestrial 







mycorrhizal fungus clone AP-
26  
DQ834390 Vanilla  poitaei Puerto 
Rico 
Mycorrhizal fungi of Vanilla: diversity, specificity 
and effects on seed germination and plant growth. 





Tulasnellaceae sp. AP-27 DQ834391 Vanilla  poitaei Puerto 
Rico 
Mycorrhizal fungi of Vanilla: diversity, specificity 
and effects on seed germination and plant growth. 





Ceratobasidium sp. JTO131 
 




Host specificity of mycorrhizal fungi from two 
tropical orchids. 





Rhizoctonia solani strain 
R047 
 
AB000026 Canola Canadá Genetic variation of Rhizoctonia solani from Canola 
in Alberta Canada.Unpublished. 
 





AF038826 Zea mays Francia Phylogeny of fungi responsible for smut of plants 
based on ITS sequence analysis. C. R. Acad. Sci. 
III, Sci. Vie 321 (7), 603-609 (1998) 
 
Roux,C., Almaraz,T. and 
Durrieu,G. 
 






ALEXANDER, C.; ALEXANDER, I. J. & HADLEY, G. 1984. Phosphate uptake by 
Goodyera repens in relation to mycorrhizal infection. New Phytologist 97: 401-411. 
ALEXOPOULOS, C.J.; MIMS, C.W. &  BLACKWELL, M. 1996. Introductory Mycology. 3rd 
ed. New York: Wiley. 868 p. 
ALOMIA, J. &  OTERO, J.T. Germinación simbiótica de semillas de Vanilla calyculata 
Schltr. (Orchidaceae). 2013. En: MEMORIAS VII Congreso Colombiano de Botánica. VII 
Congreso Colombiano de Botánica. V.1.  602p. 6-10 agosto de 2012; Ibagué, Colombia. 
 
ANDERSEN, T.F. 1990. A study of hyphal morphology in the form genus Rhizoctonia. 
Mycotaxon 37:25-46. 
ANDERSON, A.B. 1991. Symbiotic and asymbiotic germination and growth of Spiranthes 
magnicamporum (Orchidaceae). Lindleyana 6, 183-186. 
ANIL KUMAR, A.S. 2004. Vanilla. In: Kerala Calling, pp. 26-30. 
 
ARDITTI, J. & Ernst, R. 1992. Micropropagation of orchids. Ed. John Wiley & Sons, Inc. 
682pp 
ARDITTI, J. 1967. Factors affecting the germination of orchid seeds. Botanical Review 
33:1-197. 
 
ARDITTI, J.E.; WINYAM, T. & GLABE, C.1990.The contribution of orchid micorrhizal fungi 
to seed germination: a speculation review. Lindleyana 5(4):249–255. 
 
BASKIN, C.C. & BASKIN J.M. 1998. Seeds: Ecology, Biogeography, and Evolution of 
Dormancy and Germination. California, USA: Academic Press, San Diego.666p. 
BAYMAN, P.; LEBRON, L.L.; TREMBLAY, R.L. & LODGE, D.J. 1997. Variation in 
endophytic fungi from roots and leaves of Lepanthes (Orchideaceae). New Phytologist 
135:143-149. 
 
BAYMAN, P. & OTERO, J. T. 2006. Microbial endophytes of orchid roots: Diversity and 
effects on plants. In B. Schulz, C. Boyle, and T. Sieber (Eds.). Microbial root endophytes. 
Soil biology 9, pp. 153–178. Springer- Verlag, Berlin, Germany. 
 
BAYMAN, P; OTERO, J.T. &  ACKERMAN, J. D. 2003. Hidden Transactions The Curious 
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